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 “Nothing in life is to be feared, it is only to be understood. 
Now is the time to understand more, so that we may fear less.” 





A biomassa de resíduos agroindustriais ricos em pectina, como a polpa cítrica, é 
bastante abundante em alguns países e pode ser explorada para a produção do 
ácido D-galacturônico por hidrólise química ou enzimática. Este açúcar ácido e 
seus derivados, ácidos meso-galactárico e L-galactônico, têm aplicações na 
indústria alimentícia, como agentes acidificantes, e na indústria química como 
surfactantes e agentes quelantes. Os processos enzimáticos de hidrólise da 
pectina possuem vantagens em relação aos processos químicos, principalmente a 
não-degradação dos produtos de hidrólise, a possibilidade de utilizar 
temperaturas brandas, além de não gerarem efluentes tóxicos. Entretanto, a 
limitação dos processos enzimáticos está no custo das enzimas, que pode 
inviabilizar a sua implantação industrial. O principal objetivo deste trabalho foi 
desenvolver um processo de hidrólise da pectina para produção do ácido D-
galacturônico utilizando sólidos fermentados com atividade pectinolítica, 
produzidos a partir de resíduos agroindustriais. Inicialmente, a produção de 
pectinases por diversos fungos foi comparada. O sistema selecionado envolve o 
crescimento de Aspergillus oryzae CPQBA 394-12 DRM 01, cultivada em meio 
composto de bagaço de cana (30%) e bagaço de laranja lavado (70%), a 30 °C e 
70% de umidade inicial. No decorrer do trabalho, foi otimizado o método de 
dosagem de pectinases por adição direta do sólido fermentado liofilizado ao meio 
reacional contendo pectina. A atividade realizada diretamente no sólido foi de 
cerca de 260 U (uma unidade de atividade corresponde à produção de 1 µmol de 
ácido D-galacturônico por min) por grama de sólido fermentado liofilizado. Em 
estudos prévios de hidrólise da pectina cítrica utilizando sólidos fermentados 
liofilizados, conversões de até 92% foram obtidas após 36 h, utilizando soluções 
com 2% (m V-1) de pectina. A hidrólise catalisada por sólidos fermentados 
liofilizados foi otimizada por delineamento fatorial 23 avaliando-se os efeitos das 
variáveis “massa de sólido fermentado”, “concentração de pectina” e 
“temperatura” na conversão (%) da pectina e no teor de ácido D-galacturônico 
produzido, determinado por CLAE. O modelo matemático foi significante para a 
variável “conversão da pectina” (R2 = 0,94), e a variável mais importante foi a 
concentração da pectina no meio (p = 0,0014), que influenciou negativamente a 
resposta. As variáveis “massa de sólido fermentado” e “temperatura” 
apresentaram efeitos positivos significativos ao nível de 5% (p = 0,0343 e p = 
0,0430, respectivamente). O aumento da concentração de pectina no meio para 
15% e 20% confirmou os resultados previstos pelo modelo, tendo sido observada 
uma diminuição do teor de ácido D-galacturônico produzido e da conversão, 
quando se utilizou 20% de pectina no meio. A determinação da composição 
monossacarídica do hidrolisado da pectina mostrou a presença de outros 
açúcares de interesse industrial, como arabinose, manose e glucose. 
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Pectin-rich agricultural residues, such as citrus pulp, are abundant in various 
countries and have the potential to be used for the production of D-galacturonic 
acid by chemical or enzymatic hydrolysis. This acid sugar and key derivatives of it, 
meso-galactaric acid and L-galactonic acid, have applications as acidifying agents 
in the food industry and as surfactants and chelating agents in the chemical 
industry. Enzymatic hydrolysis has advantages over chemical hydrolysis for the 
production of D-galacturonic acid from pectin, since it uses mild temperatures, 
does not degrade the liberated sugars and does not generate toxic effluents. 
However, a key limitation of enzymatic hydrolysis is the high costs of the enzymes, 
which can make large-scale processes economically unviable. The main objective 
of the current work was to develop a process for the hydrolysis of pectin to D-
galacturonic acid using a low cost enzyme preparation, namely fermented solids 
containing pectinolytic activity. These solids were produced by solid-state 
fermentation of agricultural residues by pectinolytic fungi. Initially, pectinase 
production by various fungi was compared. The system selected involved the 
growth of Aspergillus oryzae CPQBA 394-12 DRM 01 on a solid medium 
containing (m/m on a dry basis) 30% sugarcane bagasse and 70% washed orange 
bagasse, with an initial moisture content of 70% (wet basis) and an incubation 
temperature of 30 °C. During these studies a pectinase activity assay was 
developed that involved direct addition of lyophilized fermented solid to a reaction 
medium containing pectin. Using this assay, the best activity obtained during the 
fermentation was 260 U (with 1 U of activity corresponding to the production of 1 
mol of D-galacturonic acid equivalents per minute) per gram of lyophilized 
fermented solid. In preliminary studies of the hydrolysis of citrus pectin with these 
lyophilized fermented solids, a percentage conversion of pectin into D-galacturonic 
of 92% was obtained in 72 h from a 2% (m/V) pectin solution. This hydrolysis 
process was optimized using a 23 factorial design, with the studied variables being 
the mass of added fermented solids, the pectin concentration and the reaction 
temperature and the response variables being the percentage conversion of pectin 
and the concentration of D-galacturonic acid obtained .The fitted statistical model 
for the percentage conversion of pectin was significant (R2 = 0.94), with the most 
important variable being the pectin concentration (p = 0.0014), which had a 
negative effect. The mass of added fermented solids and the reaction temperature 
had positive effects (p = 0.0343 and p = 0.0430, respectively). An increase in the 
pectin concentration confirmed the predictions of the model, with an increase from 
15% to 20% leading to a decrease in the amount of D-galacturonic acid produced 
and in the percentage conversion. The hydrolysate that was produced  using 20% 
of pectin contained, in addition to D-galacturonic acid, other sugars of commercial 
interest, such as arabinose, mannose and glucose. 
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Os carboidratos são polissacarídeos amplamente distribuídos pela 
natureza, englobando substâncias com estruturas e propriedades funcionais 
diversas (RIBEIRO e SERAVALLI, 2007). Dentre os polissacarídeos mais 
largamente utilizados na tecnologia de alimentos, encontra-se a pectina, que vem 
sendo utilizada essencialmente na forma de pó, como ingrediente de grande 
valor, devido à sua capacidade de atuar como agente geleificante. Estas 
substâncias podem ser encontradas, em grande quantidade, nas paredes 
vegetais de frutas, como, por exemplo, em frutas cítricas. 
Segundo estimativas da Associação Nacional dos Exportadores de Sucos 
Cítricos (CitrusBR), o Brasil é responsável por aproximadamente 30% da 
produção de laranja in natura e por 60% da produção de suco de laranja no 
mundo. Na safra de 2012, o Brasil produziu 19 milhões de toneladas de laranja e 
exportou aproximadamente 5104 toneladas de laranja in natura e um milhão de 
toneladas de suco concentrado de laranja (IBGE, 2012). A produção de suco de 
laranja gera como resíduos diretos cerca de 8 milhões de toneladas ao ano no 
país (BATTISON, 2011), que, por sua vez, são ricos em pectina. Apenas uma parte 
destes resíduos é reaproveitada para alimentação animal, mas a maioria é 
simplesmente descartada devido aos elevados custos de energia dos processos 
de secagem e moagem necessários para transformá-las em farelo para 
complemento de ração animal. No entanto, esse panorama deverá mudar no 
futuro.  
Quando os produtos derivados do petróleo começarem a escassear, 
poderá ocorrer um aumento na demanda por produtos bioquímicos de 
biorrefinarias para substituí-los. Portanto, é desejável encontrar novas maneiras 
de converter os resíduos ricos em pectina em produtos de alto valor agregado, 
como o ácido D-galacturônico, principal componente das substâncias pécticas e 
que pode ser obtido por meio da hidrólise da pectina.  
A hidrólise da pectina pode ser feita via ácida ou enzimática. As enzimas 
envolvidas na degradação da pectina são as pectinases (ou enzimas 
pectinolíticas), que são divididas em grupos principais, de acordo com as suas 
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funções: as esterases, que catalisam a liberação de metanol, as liases, que 
catalisam a reação de ß-eliminação e as hidrolases que catalisam a quebra da 
ligação α-1,4 glicosídica. Estas enzimas são produzidas por micro-organismos 
utilizando técnicas de fermentação submersa (FS) ou de fermentação no estado 
sólido (FES). Nesta última, o micro-organismo cresce sobre um substrato sólido, 
normalmente um resíduo agroindustrial, em ausência de água livre. A vantagem 
da FES é a possibilidade de utilização de resíduos agroindustriais como substrato. 
Além do apelo ambiental pela utilização de resíduos, a FES adequa-se 
perfeitamente ao conceito de biorrefinarias, que pressupõe o uso completo da 
biomassa vegetal em um processo.   
Enzimas pectinolíticas, que podem ser produzidas a partir de resíduos 
cítricos utilizando a FES, são usadas para a hidrólise da pectina. O produto desta 
hidrólise gera como principal produto o ácido D-galacturônico, que pode ser 
utilizado para produzir compostos químicos como o ácido múcico e ácido L-
galactônico. O primeiro é o material de partida para síntese química do ácido 2,5 
furandicarboxílico (furandicarboxylic acid, FDCA), que é um dos doze compostos 
químicos de maior valor agregado produzidos a partir de biomassa (‘Top Value-
Added Chemicals from Biomass’), conforme o Departamento de Energia dos 
Estados Unidos. O composto FDCA irá provavelmente substituir o ácido tereftálico 
como monômero para a produção de poliésteres (especificamente o PET) ou 
poderá ser utilizado em polímeros de coordenação (“coordination polymers”) 
(WERPY E PETERSEN, 2004). O ácido L-galactônico, por sua vez, não é muito 
utilizado atualmente devido ao seu alto custo. Entretanto, se os custos de 
produção deste composto pudessem ser reduzidos, ele teria uma grande gama de 
aplicações. Para se ter uma idéia, este ácido tem propriedades similares às do 
ácido D-glucônico, que é atualmente aplicado como aditivo em cosméticos, em 
alimentos (como acidulante), em produtos de limpeza (devido às suas 
propriedades com agente quelante) e como um aditivo na formulação de concreto 
(retardador) (RICHARD e HILDITCH, 2009). 
 Nesse cenário, o presente trabalho propõe o estudo da integração de 
dois processos para o aproveitamento da pectina de resíduos cítricos: a produção 
de pectinases por fermentação no estado sólido e a utilização destas enzimas na 
hidrólise da pectina para produção de ácido D-galacturônico.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 SUBSTÂNCIAS PÉCTICAS  
 
Substâncias pécticas são macromoléculas glicosídicas de alta massa 
molar que formam o maior componente da lamela média, uma fina camada de 
material adesivo extracelular entre as paredes primárias de células de vegetais 
superiores. Quimicamente, são complexos coloidais de polissacarídeos ácidos, 
compostos de unidade de ácido D-galacturônico unidas por ligações α-1,4, 
parcialmente esterificados por grupos metil éster (Figura 1) e parcial ou 
completamente neutralizados por íons sódio, potássio ou amônio.  
 
 
FIGURA 1 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DE UMA MOLÉCULA DE PECTINA 
PARCIALMENTE ESTERIFICADA 
 
Ao contrário das proteínas, lipídeos e ácidos nucléicos, sendo 
polissacarídeos, substâncias pécticas não têm massas molares definidas, sendo 
que estas variam entre 25 a 360 kDa, como apresentado na Tabela 1 (JAYANI, 
SAXENA e GUPTA, 2005). Observa-se que as massas molares médias da 
pectina de frutas como a maçã e o limão são cerca de 10 vezes maiores que as 
das peras e ameixas, e cerca de 7 vezes maiores do que as da laranja e da 
beterraba.  
A viscosidade está diretamente relacionada ao volume hidrodinâmico da 
partícula. Certos fatores alteram a relação entre a massa molar e o poder 
geleificante, como a presença de cadeias ou grupos laterais, que bloqueiam os 
grupos funcionais necessários para a geleificação. As características químicas 
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das substâncias pécticas que influenciam a força do gel são: temperatura, fonte, 
grau de esterificação, grau de acetilação, massa molar, pH, açúcares e outros 
solutos e cálcio (WILLATS, KNOX e MIKKELSEN, 2006). 
 
TABELA 1 – MASSAS MOLARES DE ALGUMAS SUBSTÂNCIAS PÉCTICAS 
 
Fonte Massas Molares (kDa) 
Maçã e limão 200 – 360 
Pêra e ameixa 25 – 35 
Laranja 40 – 50 
Polpa de beterraba 40 – 50 
     FONTE: SAKAI et al. (1993) 
 
Dispersões de pectina são coloidais, e em função de seu caráter 
hidrofílico, devido à presença de grupos polares, apresentam a propriedade de 
envolver grande quantidade de água, produzindo uma solução viscosa. Portanto, 
a pectina é amplamente utilizada no preparo de geléias, doces de frutas, produtos 
de confeitaria, sucos de frutas e em outros ramos da indústria de alimentos. As 
substâncias pécticas também são utilizadas em alimentos, como espessantes, 
texturizantes, emulsificantes ou estabilizantes (BOWERS, 1992; VRIES, 2004). 
Além do emprego em alimentos, substâncias pécticas vêm sendo utilizadas para 
remover metais tóxicos em soluções aquosas e como agente floculante no tratamento de 
efluentes, apresentando a vantagem de serem biodegradáveis e atóxicas ao meio 
ambiente e aos seres humanos (YOKOI et al., 2002). As substâncias pécticas 
apresentam também aplicação na área médica, agindo na diminuição do colesterol 
sanguíneo e nos níveis de glicose, além de apresentarem potencial inibitório de 
crescimento de tumores e metástase (YAMADA et al., 2003), e habilidade de modificar a 
superfície de materiais hospitalares, bloqueando a aderência de micro-organismos 
enteropatogenicos, como a Escherichia coli (KASTNER et al., 2002; COENEN et al., 
2008).  
A Figura 2 mostra uma representação esquemática da pectina, que é 
formada principalmente por três elementos estruturais: homogalacturonana (HG), 
ramnogalacturonana I (RG-I) e ramnogalacturonana II (RG-II). HG consiste de 
uma estrutura de resíduos de ácido D-galacturônico em ligações α-(14) axiais, 
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que pode ser parcialmente metil-esterificada em C-6 e acetil-esterificada em O-2 
ou O-3 (KASHYAP et al., 2001). RG-I é um polímero ramificado constituído de 
cadeias contendo unidades alternadas de ácido D-galacturônico e ramnose unidas 
por ligações ß-(14), onde arabinana, galactana e arabinogalactana I e II podem 
estar presentes como cadeias laterais. RG-II é um complexo polimérico composto 
de ácido D-galacturônico, ramnose, galactose e outros açúcares (MARTÍNEZ et 
al., 2010). As ramnogalacutonanas são carregadas negativamente em valores de 
pH maiores que 5 (JAYANI, SAXENA e GUPTA, 2005).  
 
 
FIGURA 2 – ESQUEMA ESTRUTURAL DA CADEIA DE PECTINA  
FONTE: Adaptado de CANTERI et al. (2012) 
 
A Sociedade Americana de Química (American Chemical Society) 
classifica as substâncias pécticas em: protopectina, ácido pectínico, ácido péctico 
e pectina, sendo estes três últimos total ou parcialmente solúveis em água 
(Tabela 2). A classificação é feita de acordo com a solubilidade do complexo em 
meio aquoso e o seu grau de metilação (KERTESZ, 1951; ALKORTA et al., 1998, 







TABELA 2 - QUATRO PRINCIPAIS CLASSIFICAÇÕES DE SUBSTÂNCIAS PÉCTICAS 
  
Substância Péctica Características 
Ácido Péctico 
Polímero solúvel que contém uma quantidade desprezível de grupos 
metoxila 
Ácido Pectínico 
Cadeia de  poligalacturonana que contém >0 e <75% de unidades de 
galacturonato metiladas. 
Pectina 
Material polimérico no qual pelo menos 75% do grupos carboxila das 
unidades de galacturonato são metil esterificados. 
Protopectina 
Substância péctica insolúvel em água e que está presente em tecidos 
vegetais intactos. Pode ser hidrolisada a pectina ou ácido péctico. 
FONTE : Adaptado de Jayani, Saxena e Gupta (2005) 
 
As matérias-primas mais importantes para a extração comercial da 
pectina constituem-se na polpa de maçã e cascas de frutas cítricas (subprodutos 
da indústria de sucos), as quais originaram substâncias pécticas de alto grau de 
metoxilação. Outras fontes, como polpas de beterraba e batata, têm atraído a 
atenção de pesquisadores, por apresentarem expressivo conteúdo de pectina, 
porém, com baixo poder de geleificação (TURQUOIS et al., 1999).  
A polpa cítrica possui uma quantidade significativa de pectina (Tabela 3, 
de 12,4 a 28% de sua massa seca); portanto, é bastante valorizada para a 
comercialização direta da pectina extraída (JAYANI, SAXENA e GUPTA, 2005).  
Devido à sua grande e ampla importância, substâncias pécticas têm sido 
intensamente estudadas há mais de seis décadas. Porém, um melhor 
conhecimento da estrutura química e da cinética de hidrólise das substâncias 
pécticas ainda é necessário para o entendimento e desenvolvimento de suas 
aplicações tecnológicas. 
Existe uma significante heterogeneidade com respeito à massa molar, 
graus de esterificação e acetilação, no teor e no tipo de ligação de açúcares 
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neutros, e na distribuição de substituintes e componentes não-urônicos em 
substância pécticas, dependendo da espécie da planta, do tipo e localização do 
tecido, do estágio metabólico e do meio ambiente em que a planta está inserida 
(SAKAI et al., 1993; PEREZ, RODRIGUEZ-CARVAJAL e DOCO, 2003). 
 
TABELA 3 - COMPOSIÇÃO DA POLPA DE LARANJA 
 
Componente % (m/m base seca) 
Extrato etéreo 3,9 ± 0,1 
Glucose 14,6 ± 0,4 
Frutose 15,5 ± 0,5 
Sacarose 10,9 ± 0,3 
Pectina 14,4 ± 0,3 
Proteína 7,9 ± 0,1 
Celulose 16,2 ± 0,5 
Hemicelulose 13,8 ± 0,3 
Cinzas 1,7 ± 0,1 
Lignina 1,0 ± 0,02 
 FONTE: MAMMA, KOURTOGLOU e CHRISTAKOPOULOS (2008) 
 
2.1.1 Pectina como Matéria-Prima em Biorrefinarias 
 
O Laboratório Nacional de Energia Renovável dos Estados Unidos, 
NREL, define biorrefinarias como instalações industriais que visam à conversão 
de biomassa de diferentes fontes em diversos produtos, tais como combustíveis, 
energia e commodities industriais, além de intermediários químicos. São análogas 
às refinarias de petróleo, mas sustentáveis e ambientalmente corretas em sua 
concepção (Figura 3). 
As biorrefinarias apresentam três características principais: (1) a 
preocupação com a utilização máxima da biomassa, sendo os resíduos do 
processo principal utilizados para obtenção de outros produtos; (2) a flexibilidade 
no que diz respeito às fontes de biomassa que podem ser utilizadas, o que as 
torna menos sujeitas às flutuações na oferta; e (3) a utilização de matérias-primas 
provenientes de resíduos agroindustriais ou que não comprometam a área arável 





FIGURA 3 – ESQUEMA DE FUNCIONAMENTO DE UMA BIORREFINARIA COMPARADA A UMA 
REFINARIA DE PETRÓLEO 
FONTE: Adaptado de KAMM e KAMM (2007)  
 
As matérias-primas para biorrefinarias poderão ter origem em diferentes 
fontes. Entretanto, sempre que possível, as biorrefinarias deverão utilizar (1) 
materiais abundantes e de baixo custo, obtidos de fontes primárias, naturais e 
renováveis, como florestas ou lavouras; ou (2) resíduos da agroindústria, incluindo 
o processamento de alimentos e outras indústrias que gerem resíduos orgânicos 
(SINGH e KUMAR, 2007). Dentre estes materiais, podem-se citar materiais 
lignocelulósicos, como cavacos de madeira e serragem; resíduos ricos em amido, 
como bagaço de mandioca e farelos de trigo, soja e milho (KING, INDERWILDI e 
WILLIAMS, 2010); lixo doméstico (OHARA, 2003) e resíduos ricos em pectina, 
como casca do café, polpa de beterraba, cabeça de girassol e polpa cítrica 
(LOPEZ, LI e THOMPSON, 2010; LOHRASBI, 2010). 
Nesta perspectiva, resíduos ricos em pectina são de grande interesse, 
pois são produzidos em quantidades significativas pela agroindústria. Além disso, 
a sua hidrólise não requer processos físico-químicos tão severos quanto aqueles 
utilizados na hidrólise de resíduos lignocelulósicos. Podem fornecer produtos de 
alto valor agregado, como a própria pectina purificada e os açúcares resultantes 
da hidrólise total desses substratos, principalmente o ácido D-galacturônico e a 
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arabinose (RICHARD e HILDITCH, 2009; MOJZITA et al., 2010; LEIJDEKKERS et 
al., 2013). 
Segundo dados da FAO - Food and Agriculture Organization of the United 
Nations - a produção mundial de laranja durante a safra de 2010/2011 foi de 
aproximadamente 70,7 milhões de toneladas, das quais 23,9 milhões de 
toneladas são destinadas ao processamento (FAO, 2012), gerando uma grande 
quantidade de resíduos industriais. Cerca de 50% da produção mundial de laranja 
e 80% da brasileira resultam em sucos industrializados. O principal comprador da 
bebida brasileira é a União Européia, que aumenta significativamente o percentual 
de importação anualmente. A maior parte das importações mundiais, 85%, é 
absorvida por apenas três mercados: Estados Unidos, União Européia e Canadá 
(MAPA, 2011). 
Da laranja, além do suco, são extraídos óleos e essências. As cascas de 
laranja são em parte usadas na alimentação animal, tanto frescas como após 
armazenamento ou desidratadas. Porém, uma grande quantidade do resíduo 
fresco é descartada na natureza, como resultado da dificuldade de 
armazenamento e elevado custo de secagem, causando diversos problemas 
ambientais (TRIPODO et al., 2004). 
 
2.2 HIDRÓLISE DA PECTINA 
 
2.2.1 Processos químicos  
 
A produção de monossacarídeos pela hidrólise de carboidratos 
poliméricos é um passo promissor para aumentar o valor deste subproduto da 
indústria. A polpa cítrica e outros resíduos pécticos podem ser hidrolisados a seus 
açúcares constituintes pela hidrólise catalisada por ácidos diluídos ou por hidrólise 
enzimática, onde são liberados principalmente ácido D-galacturônico e outros 
açúcares de importância industrial, como a arabinose (LEIJDEKKERS et al., 
2013). Estes são compostos interessantes para a posterior conversão em building 
blocks, que subsequentemente podem ser transformados em produtos químicos e 
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materiais de alto valor agregado, tais como poliésteres, poliamidas ou 
plastificantes (WERPY e PETERSEN, 2004). 
 A hidrólise ácida é caracterizada por envolver soluções diluídas de ácidos 
fortes como ácido clorídrico e sulfúrico, e condições rígidas de pH e temperatura 
(pH entre 1 e 2  e temperaturas entre 100 a 150°C). Além destes ácidos, que são 
os mais utilizados, outros são empregados, como os ácidos fórmico e 
trifluoroacético (TFA), que têm menor desempenho, mas produzem reações mais 
limpas, ou seja, com menor geração de subprodutos (ANTÔNIO, 2010). Destes 
ácidos, TFA é o mais indicado para a hidrólise ácida ou combinada (ação de 
enzimas e do ácido), quando se deseja obter o ácido D-galacturônico intacto e em 
maior rendimento, já que causa menos danos aos monômeros liberados durante a 
hidrólise (GARNA et al., 2006). 
Na hidrólise ácida da pectina (Figura 4), o oxigênio da ligação glicosídica 
atua como nucleófilo, ligando-se ao íon hidrogênio do meio, o que o torna um bom 
grupo de saída. Assim, ocorre a formação de um carbocátion em C-1, que é 
susceptível ao ataque da água, formando um novo monômero de ácido D-
galacturônico. 
As condições satisfatórias para a hidrólise ácida de um substrato 
polissacarídico podem ser encontradas por intermédio de curvas apropriadas, nas 
quais são fatores variáveis a concentração de ácido da solução, a temperatura e a 
duração da hidrólise. É no pico máximo que devem ser fixadas as condições 
ótimas de hidrólise, pois, além desse ponto, há o risco de destruição das unidades 
de açúcar (SAEMAN et al., 1954). Ou seja, o aumento excessivo da concentração 
de ácido, do tempo ou da temperatura, para elevar a velocidade de hidrólise da 
cadeia poligalacturônica, destrói os monômeros de açúcar já liberados, com a 




FIGURA 4 – MECANISMO REACIONAL DA HIDRÓLISE DA PECTINA EM MEIO ÁCIDO 
FONTE: Adaptado de VOLLHARDT (2004) 
 
 
FIGURA 5 – FORMAÇÃO DE LACTONAS EM MEIO ÁCIDO A PARTIR DA PECTINA 
FONTE: Adaptado de VOLLHARDT (2004) 
 
2.2.2  Processos Enzimáticos 
 
Visto que a hidrólise química resulta em elevadas quantidades de 
efluentes ácidos, consumo de energia substancial, quebra inespecífica de 
polissacarídeos e degradação dos monômeros liberados, a hidrólise enzimática 
(Figura 6) é considerada a abordagem mais favorável (LEIJDEKKERS et al., 
2013). Um conjunto de enzimas é necessário para a completa degradação da 
pectina a monossacarídeos, já que oligossacarídeos resistentes são formados, 
limitando o rendimento da hidrólise (MICARD et al., 1997).  
A hidrólise enzimática pode ocorrer de duas maneiras distintas (Figura 6). 
Nas duas propostas, atuam dois resíduos de ácido carboxílico da enzima e uma 
unidade de água. No mecanismo A, um ácido carboxílico de uma enzima atua 
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como ácido e o outro como base. Já no mecanismo B, um atua como ácido e 
como base e o outro, como nucleófilo. (SILVERMANN, 2010) 
 
 
FIGURA 6 – MECANISMO REACIONAL DA HIDRÓLISE ENZIMÁTICA DA PECTINA  
FONTE: Adaptado de SILVERMAN (2010) 
 
As enzimas envolvidas na degradação da pectina podem ser classificadas 
em diferentes categorias, dependendo da sua ação (Figura 7 e 8). As esterases 
(EC 3.1.1.11) hidrolisam a ligação metiléster nos resíduos de ácido D-
galacturônico, liberando metanol. As enzimas depolimerizantes (“depolimerases”) 
encurtam o comprimento da cadeia e incluem as hidrolases e as liases, que 
podem atuar aleatoriamente na cadeia (endoenzimas) ou no final da cadeia 
(exoenzimas). As hidrolases (EC 3.2.1.15) catalisam a hidrólise de ligações α – 
1,4 e as liases (EC 4.2.2.10) catalisam a ß-eliminação. Dentre as hidrolases estão 
as polimetil-galacturonases e as poligalacturonases (UENOJO e PASTORE, 
2007). No entanto, em contraste com as poligalacturonases, as 
polimetilgalacturonases podem atuar sobre o polímero totalmente metilado 






FIGURA 7 – DIVISÃO DE FUNÇÕES DE ENZIMAS PECTINOLÍTICAS 
FONTE: Adaptado de JAYANI, SAXENA E GUPTA (2005) 
 
 
FIGURA 8 – ATUAÇÃO DOS DIFERENTES TIPOS DE PECTINASES NA ESTRUTURA DA 
PECTINA 

















Pectinases, também conhecidas como poligalacturonases (E.C. 3.2.1.15), 
pertencem à família das polissacaridases que contribuem na hidrólise da pectina 
de várias plantas (HENRISSAT e BAIROCH, 1993; KERTESZ, 1951). Essas 
enzimas agem nas regiões HG e RG (Figura 2, página 22) da pectina. Portanto, 
arabinases e galactanases, que são capazes de degradar as cadeias laterais 
presentes na estrutura da pectina, não são consideradas pectinases. As 
pectinases são amplamente distribuídas em plantas superiores, onde estão 
envolvidas na modificação de substâncias pécticas durante o processo natural de 
amadurecimento de algumas frutas. Muitas pectinases também são produzidas 
por fungos como Aspergillus niger e A. oryzae e leveduras como Saccharomyces 
cerevisiae e Candida norvengensis (ALIMARDANI-THEUIL et al., 2011), sendo A. 
niger o mais utilizado para a produção industrial de enzimas pectinolíticas 
(JAYANI, SAXENA e GUPTA, 2005).  
Para a degradação eficiente da biomassa rica em pectina, além das 
pectinases, é necessária a ação de outros tipos de enzimas, dentre as quais as 
celulases, hemicelulases (GROHMANN e BALDWIN, 1992; OBEROI et al., 2012; 
ZHENG et al., 2012). As celulases e hemicelulases têm papel fundamental na 
quebra das ligações cruzadas das estruturas polissacarídicas da parede celular e 
na degradação dos polissacarídeos neutros, como a celulose e hemicelulose, o 
que expõe mais facilmente a pectina para a atuação das pectinases. Alguns 
autores utilizaram a seguinte combinação de preparações de enzimas comerciais: 
Celluclast 1.5 L (celulases e hemicelulases), Novozyme-188 (ß-glucosidades) e 
Pectinex Ultra SPL (pectinases) (TALEBNIA et al., 2008; OBEROI et al., 2012). 
Esta combinação de enzimas propiciou bons resultados na hidrólise de resíduos 
ricos em pectina, com 72% de solubilização da matéria seca (TALEBNIA et al., 
2008). 
Como uma alternativa para o uso de misturas de enzimas comerciais para 
hidrólise da pectina, tem-se o uso do extrato enzimático bruto de fungos do 
gênero Aspergillus, que conta com todas as enzimas excretadas pelo fungo 
(RODRÍGUEZ-NOGALES et al., 2007). Diversos estudos de hidrólise enzimática 
da polpa cítrica utilizaram com sucesso o extrato enzimático bruto de fungos do 
gênero Aspergillus para a hidrólise de pectina para clarificação de sucos e vinhos 
(RODRÍGUEZ-NOGALES et al., 2007, 2008).  Por outro lado, extratos brutos de 
cultivos de Aspergillus contendo pectinases foram empregados na hidrólise de 
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cascas de laranja, com vistas à produção de açúcares para utilização na 
produção de etanol, obtendo-se 92% da solubilização da casca de laranja (SOLÍS 
et al., 2009).  
Enzimas pectinolíticas são comercialmente disponíveis e correspondem a 
aproximadamente 25% das vendas globais do mercado de enzimas (SINGH, 
RAMAKRISHNA e RAO, 1999). A sua aplicação é, no entanto, dificultada pelo alto 
custo. Portanto, pré-tratamentos da biomassa com ação de ácidos ou bases vêm 
sendo aplicados para reduzir a quantidade de enzima necessária, e, 
consequentemente, diminuir o custo do processo enzimático (ZHENG et al., 
2012). Além disso, devido ao fenômeno de inibição de enzimas pectinolíticas pelo 
produto (BÉLAFI-BAKÓ et al. 2007), não é possível utilizar diretamente grandes 
razões substrato/enzima.  
Para evitar o fenômeno de inibição pelo ácido D-galacturônico, aumentar 
a produtividade e ainda reutilizar as pectinases do processo de hidrólise, alguns 
autores propuseram a utilização de biorreatores de membranas, onde as 
moléculas pequenas (como o ácido D-galacturônico) podem passar facilmente 
pela membrana, e as moléculas maiores (substrato e enzima) ficam retidas. No 
entanto, a necessidade de manter a concentração de substratos baixa, para não 
obstruir as membranas, pode aumentar o volume dos biorreatores. Além disso, a 
fragilidade e o alto custo das membranas dificultariam a viabilização desta técnica 
na sua aplicação em biorrefinarias (GERGELY, BEKASSY-MOLNAR, & VATAI, 
2003, BÉLAFI-BAKÓ et al., 2006; BÉLAFI-BAKÓ et al., 2007). 
Apesar dos diversos estudos encontrados sobre a hidrólise da pectina, 
poucos visam à produção do ácido D-galacturônico como produto de valor 
agregado, ou intermediário químico (BÉLAFI-BAKÓ et al., 2006; BÉLAFI-BAKÓ et 
al., 2007; KISS et al., 2009; MOLNÁR et al., 2010). Nestes trabalhos, são 
estudados sistemas para separação do produto, ou seja, a recuperação do ácido 
D-galacturônico do meio reacional.  De todos os trabalhos citados até aqui 
nenhum visa o aproveitamento do ácido D-galacturônico como intermediário de 
síntese. A maioria dos trabalhos encontrados na literatura tem como objetivo a 
produção de etanol a partir da sacarificação da pectina (GROHMANN, CAMERON 
e BUSLIG, 1994; WILKINS, WIDMER e GROHMANN, 2007; ALVIRA et al., 2010; 
WIDMER, ZHOU e GROHMANN, 2010), sua aplicação na indústria têxtil e de 
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papel (JACOB et al., 2008) e na indústria de sucos e vinhos (RODRÍGUEZ-
NOGALES, ORTEGA e PEREZ-MATEOS, 2008). 
 
2.2.2.1 Condições Reacionais da Hidrólise Enzimática 
 
As condições de hidrólise enzimática da pectina são significativamente 
mais brandas que as da hidrólise com ácido diluído. As temperaturas operacionais 
não variam muito, ficando entre 40 a 50 °C e o pH da solução de hidrólise é fixado 
geralmente entre 4 e 5, pois esta é a faixa de pH adequada para atuação de 
pectinases. Além disso, o meio ácido favorece a quebra do grupo acetal presente 
na cadeia poligalacturônica, aumentando as velocidades de conversão da pectina 
em ácido D-galacturônico. 
Outros autores, entretanto, ampliam a faixa de temperatura para atuação 
das pectinases de 25 a 80 °C (KASHYAP et al., 2001; GOMES et al., 2011). 
Temperaturas acima de 60 °C, por longos períodos, podem desnaturar as 
enzimas pectinolíticas (KILARA, 1982). Por outro lado, temperaturas mais altas 
são interessantes, pois afetam consideravelmente a velocidade de reação 
catalisada por enzimas, por dois mecanismos: o mecanismo químico, onde a 
velocidade de reação aumenta devido ao aumento da entropia do meio e, assim, 
há um aumento do fenômeno de transferência de massas, e o mecanismo 
associado à desnaturação da enzima pelo aumento da temperatura. Esta 
tendência foi observada em todos os estudos que investigam o efeito da 
temperatura sobre a ação das pectinases, principalmente na indústria, em 
clarificação de sucos e como coadjuvante na extração de óleos (KASHYAP et al., 
2001). 
Alguns trabalhos de caracterização de pectinases com relação à atividade 
e estabilidade à temperatura podem ser encontrados na literatura. Moyo et al. 
(2003) descrevem pectinases produzidas por Kluyveromyces wickerhamii 
apresentando a temperatura ótima de 32 °C. Por outro lado, Mohamed et al. 
(2006) avaliaram pectinases de Trichoderma harzianum e a melhor temperatura 
foi de 40°C. Outros autores determinaram a mesma faixa de temperatura ótima 
(40 - 50°C) para pectinases obtidas a partir de Bacillus sp. (KOBAYASHI et al., 
2001), Mucor flaves (GADRE et al., 2003) e T. reesei (MOHAMED et al., 2003). 
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Pectinases obtidas por processos fermentativos utilizando resíduos de indústrias 
de suco como substrato são estáveis até temperaturas de 50°C; porém, estas 
enzimas geralmente perdem sua atividade após 20 min nesta temperatura 
(ZHENG e SHETTY, 2000). Gomes e colaboradores (2011) avaliaram a 
estabilidade de pectinases de A. niger, e verficaram uma melhor atividade a 25°C. 
 
2.2.3 O Ácido D-galacturônico e suas Aplicações 
 
O ácido D-galacturônico (Figura 9), principal constituinte da pectina, com 
cerca de 75% do total da hidrólise da pectina purificada, é um açúcar ácido (pKa 
3,5), que o distingue dos demais açúcares neutros presentes no hidrolisado de 
pectina cítrica. Pode ser recuperado e comercializado diretamente para a 
utilização na indústria alimentícia, como agente acidificante e na indústria química 
como surfactante e agente tensoativo. Este açúcar ácido também pode ser 
transformado em substâncias de maior valor agregado, por meio da biocatálise ou 
catálise química, como o ácido múcico (ácido meso-galactárico) e ácido L-
galactônico (Figura 10) (RICHARD e HILDITCH, 2009; MOJZITA et al., 2010). 
 
 
FIGURA 9 – REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO ÁCIDO D-GALACTURÔNICO 
 
 
O ácido múcico pode ser convertido diretamente no ácido 2,5 
furandicarboxílico (furandicarboxylic acid, FDCA). O FDCA tem grande potencial 
de substituir o ácido tereftálico, bastante usado na produção de poliésteres, como 
o tereftalato de polietileno (PET) e o tereftalato de polibutileno (PBT). O PET tem 
um mercado de aproximadamente 4 bilhões de libras esterlinas ao ano, e o PBT 
de aproximadamente 1 bilhão. A versatilidade do FDCA também é vista no 
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número de derivados obtidos por meio de transformações químicas relativamente 
simples. A redução seletiva pode conduzir a produtos parcialmente hidrogenados, 
tais como o 2,5-di(hidroximetil)furano, e materiais totalmente hidrogenados, tais 
como 2,5-bis(hidroximetil)tetrahidrofurano. Ambos os materiais podem atuar como 
álcoois na produção de poliésteres, e sua combinação com o FDCA levaria a uma 
nova família de produtos completamente derivados da biomassa (WERPY e 
PETERSEN, 2004).  
O ácido L-galactônico tem seu uso restrito devido ao seu alto custo de 
produção. Este composto apresenta propriedades similares às do ácido D-
glucônico, que tem um mercado bem estabelecido como aditivo em cosméticos, 
em alimentos (como acidulante), em produtos de limpeza (devido às suas 
propriedades com agente quelante) e como um aditivo na formulação de concreto 
(retardador) (RICHARD e HILDITCH, 2009). Além disso, o ácido D-glucônico (ou 
L-galactônico) pode ser empregado também como material de partida para 
síntese química do ácido ascórbico (DI MATTEO et al., 2010). Portanto, se houver 
uma maneira de reduzir os custos de produção do ácido L-galactônico, como por 




FIGURA 10 - BIOCONVERSÃO DO D-GALACTURONATO A L-GALACTONATO E A MESO-
GALACTARATO.  
FONTE: Adaptado de MOJZITA, et al. (2010) 
 
O ácido D-galacturônico, portanto, é um material de partida importante, 
além de apresentar aplicações industriais bem estabelecidas. Encontrar uma rota 
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de obtenção barata e ecologicamente correta, como por exemplo, em um sistema 
de biorrefinarias utilizando matérias-primas ricas em pectina, é fundamental.  
 
2.3 PRODUÇÃO DE PECTINASES POR FERMENTAÇÃO NO ESTADO 
SÓLIDO 
 
A fermentação no estado sólido envolve o cultivo de micro-organismos, 
usualmente fungos filamentosos, na superfície de partículas úmidas de materiais 
sólidos orgânicos, uma situação na qual os espaços entre as partículas são 
preenchidos por uma fase gasosa contínua (MITCHELL, KRIEGER e BEROVIČ, 
2006). Os teores de água neste sistema são consideravelmente mais baixos do 
que em processos de fermentação submersa. Portanto, a utilização da 
fermentação no estado sólido oferece a possibilidade de minimizar a adição de 
água e, através disso, otimizar a economia do processo em biorrefinarias 
(BARON, 2010). 
Pectinases utilizadas na hidrólise da pectina podem ser produzidas por 
fermentação submersa (FS) ou por fermentação no estado sólido (FES). 
Entretanto, a produção de pectinases por FES apresenta vantagens em relação à 
FS, particularmente no que diz respeito à minimização do uso de água durante o 
processo, que é essencial para o desenvolvimento de biorrefinarias. Isto é 
imperativo quando a biomassa a ser utilizada consistir de material orgânico sólido. 
Processar estes materiais pelo processo tradicional de fermentação submersa, 
que tem como característica principal o uso de um meio fermentativo líquido com 
nutrientes solúveis, implica na maior exigência de água e, consequentemente, na 
produção de efluentes após a extração do produto final, quando comparada à 
fermentação em estado sólido (BARON, 2010).  
A FES é particularmente apropriada para a produção de enzimas 
fúngicas, considerando que altos rendimentos são frequentemente obtidos por 
FES em comparação com a fermentação submersa (COUTO e SANROMAN, 
2006), além da produção do metabólito desejado em uma forma mais 
concentrada, se comparada à FS. Isto foi reportado para o caso da produção de 
enzimas pectinolíticas por A. niger utilizando como substrato farelo de cabeça de 
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girassol, onde a FES se mostrou mais eficiente do que a FS para a produção de 




A seleção de substratos utilizados para a produção de pectinases por 
FES depende de diversos fatores. Porém, os de maior impacto são o custo e a 
disponibilidade dos substratos, o que torna a utilização de resíduos agroindustriais 
bastante atrativa. O meio sólido deve fornecer todos os nutrientes necessários a 
um bom crescimento celular.  Por isso, muitas vezes deve-se enriquecer os 
substratos escolhidos com soluções nutritivas ou tornar seus componentes mais 
disponíveis por meio de pré-tratamentos químicos ou físicos. Além disso, pode ser 
necessário remover compostos que possam agir como inibidores (PANDEY, 
SOCCOL e MITCHELL, 2000). 
A granulometria do substrato também é um fator determinante da 
produtividade em um processo de FES. Geralmente, as partículas menores 
proporcionam uma maior área superficial para o crescimento microbiano; no 
entanto, se forem pequenas demais pode ocorrer a compactação do substrato, 
dificultando a aeração do meio. Em contraste, as partículas maiores proporcionam 
uma melhor eficiência da aeração, devido ao aumento do espaço inter-partículas, 
que diminui a perda de carga quando o ar é soprado pelo leito, mas que fornece 
uma razão área superficial/volume menor, o que limita o crescimento microbiano. 
Neste caso, a difusão de enzimas e produtos de hidrólise tem que acontecer 
através de distâncias maiores (RAIMBAULT, 1998). 
Enzimas pectinolíticas têm sido produzidas por FES utilizando diversos 
resíduos da agricultura e da agroindústria em escala de laboratório. Estes 
substratos incluem farelo de trigo (CASTILHO, ALVES e MEDRONHO, 1999), 
farelo de soja (CASTILHO, MEDRONHO e ALVES, 2000), bagaço de morango 
(ZHENG e SHETTY, 2000), casca e polpa de café (BOCCAS et al., 1994; ANTIER 
et al., 1993), cacau (SCHWAN, COOPER e WHEALS, 1997), bagaço de cana 
(MARTIN et al., 2010; SOLIS-PEREYRA et al., 1993), cabeça de girassol (PATIL 
e DAYANAND, 2006) e cascas de limão e laranja (GARZÓN e HOURS, 1992; 
LARIOS, GARCIA e HUITRON1989; MALDONADO e SAAD, 1998) 
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Dentre os resíduos agroindustriais utilizados para a produção de 
pectinases por FES (Tabela 4), o bagaço de laranja e o farelo de trigo se 
destacam como bons substratos já que são ricos em vitaminas e minerais, além 
de serem fontes de amido e outros carboidratos e proteínas. Valores atrativos de 
atividade pectinolítica (70 a 1270 U g-1ss) são obtidos com o uso destes 
substratos. O bagaço de cana também vem sendo empregado como substrato na 
FES, já que o seu uso favorece a aeração do meio, e, consequentemente, o 
crescimento do fungo, e a produção de enzimas. 
A Tabela 4 exibe trabalhos de produção de pectinases por FES e lista os 
principais micro-organismos, substratos, composição da solução salina e 
condições de cultivo utilizadas 
 
2.3.2 Micro-organismos produtores de pectinases 
 
Muitos micro-organismos, especialmente fungos filamentosos, são 
capazes de produzir pectinases. Os micro-organismos mais utilizados para a 
produção de pectinases são fungos filamentosos mesófilos do gênero Aspergillus 
(Tabela 4), principalmente das espécies A. niger (ZHONG-TAO et al., 2009; 
TASKIN et al., 2008; MAMMA, KOURTOGLOU e CHRISTAKOPOULOS, 2008; 
PATIL e DAYANAND, 2006), A. carbonarious (SINGH, RAMAKRISHNA e RAO, 
1999), A.sojae (USTOK, TARI e GOGUS, 2007), A. oryzae (FONTANA, 
POLIDORO e DA SILVEIRA, 1989; MALVESSI e SILVEIRA, 2004; LINDE et al., 
2007; HEERD et al., 2012). 
Aspergillus oryzae é um fungo filamentoso não-patogênico (GRAS – 
Generally recognized as safe), utilizado principalmente na culinária chinesa e 
japonesa para produção de produtos fermentados. É bastante utilizado na 
sacarificação de arroz e outros cereais para a produção de bebidas alcoólicas 
como Huangjiu e saquê. Genes extras de A. oryzae estão relacionados com a 
secreção de enzimas hidrolíticas, metabolismo de aminoácidos e transportadores 
de captação de açúcares e aminoácidos, o que suporta a idéia de que A. oryzae é 
um micro-organismo ideal para processos fermentativos. 
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A utilização de micro-organismos do gênero Aspergillus resulta em uma 
boa produção de pectinases com valores de atividade variando entre 10 e 1270 U 
g-1ss
 (Tabela 4), em tempos de fermentação de até 120 h. Porém, existe um 
grande problema na comparação de resultados encontrados na literatura, devido 
à ausência de padronização quanto ao método de dosagem utilizado e definição 
de atividade enzimática. Parâmetros determinantes que influenciam o valor de 
atividade são: o tipo e a concentração de substrato, a temperatura e pH do meio, 
e o tempo de incubação durante o ensaio. 
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3. OBJETIVOS  
 
3.1 OBJETIVO GERAL  
 
Tendo em vista que é possível obter-se ácido D-galacturônico na hidrólise 
enzimática da pectina e que a literatura atual carece de trabalhos que utilizam 
complexos enzimáticos obtidos por FES para obtenção deste ácido, o presente 
trabalho teve por objetivo desenvolver um método de hidrólise da pectina cítrica 
utilizando pectinases produzidas por fermentação no estado sólido.  
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 
Os objetivos específicos deste projeto foram:  
 Selecionar micro-organismo produtor de pectinases e otimizar a 
produção da enzima por FES, pelo estudo dos meios e condições de cultivo; 
 Adequar e otimizar o método de dosagem de atividade pectinolítica 
diretamente no sólido fermentado liofilizado, sem extração da enzima; 
 Caracterizar as pectinases produzidas com relação à atividade, 
estabilidade à temperatura, à secagem, ao pH e ao armazenamento;  
 Otimizar a hidrólise de pectina cítrica utilizando o sólido fermentado 
contendo pectinases, verificando os efeitos do pH, da temperatura e da 
concentração de substrato;  
 Identificar e caracterizar outros carboidratos, além do ácido D-
galacturônico, presentes no hidrolisado, cromatografia em fase gasosa acoplada a 





4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
A parte experimental deste trabalho foi desenvolvida no Laboratório de 
Tecnologia Enzimática e Biocatálise (LTEB) do Departamento de Química e no 
Laboratório de Tecnologia Fermentativa e Enzimática (LTFE) do Departamento de 
Bioquímica, ambos da Universidade Federal do Paraná. 
 
4.1 REAGENTES, MATERIAIS E MEIOS DE CULTIVO 
 
A pectina cítrica utilizada nos ensaios foi adquirida da Sigma-Aldrich (St. 
Louis, EUA), e apresentou um teor mínimo de ácido D-galacturônico de 74%, 
conforme informação do fabricante. Os padrões utilizados em CLAE (Arabinose, 
Frutose, D-galactose e ácido D-glucurônico), foram obtidos da Sigma-Aldrich com 
teor mínimo de 98%. O ácido 3,5-dinitrossalicílico utilizado nos ensaios de 
determinação de atividade enzimática foi adquirido da Vetec (Duque de Caxias, 
RJ), com grau de pureza de 99%. O ácido D-galacturônico (Fluka - Sigma-Aldrich, 
St. Louis, EUA) utilizado nas curvas analíticas, tanto em métodos 
espectrofotométricos quanto cromatográficos, apresentou pureza mínima de 97%. 
Os sais utilizados no meio de cultivo foram todos de padrão analítico obtidos da 
Synth (Diadema, SP). O meio de BDA (Batata Dextrose Agar), utilizado para o 
crescimento de esporos, foi obtido da HIMEDIA (Mumbai, India). Os demais 
reagentes utilizados foram de padrão analítico e tiveram o grau de pureza 
requerido no experimento. 
O bagaço de laranja, proveniente da extração do suco, foi obtido em 
lanchonetes locais (Curitiba, PR). O farelo de trigo foi adquirido no Mercado 
Municipal de Curitiba e o bagaço de cana de açúcar foi fornecido pela Indústria 
Melhoramentos (Jussara, PR). O bagaço de cana in natura foi peneirado para 
obtenção de partículas entre 1,7 e 1,2 mm e seco a 55-60 °C em estufa por 24 h. 
O bagaço de laranja, após lavagem com água à temperatura ambiente por 3 
vezes, foi seco em estufa de circulação de ar a 60 °C por 72 h e triturado em 
moinho de facas, utilizando peneira de 6 mm, com posterior reclassificação entre 
1,7 e 1,2 mm. O farelo de trigo foi utilizado na forma adquirida. 
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Os micro-organismos utilizados neste trabalho foram os fungos 
filamentosos Aspergillus niger CH4, A. niger AW96, A. niger AD96, A. niger ATCC 
1015. Além destes, foi utilizada uma nova cepa isolada da fruta do maracujá (BIZ, 
2012). Esta cepa foi enviada para caracterização no Centro Pluridisciplinar de 
Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas (CPQBA, UNICAMP) e foi 
identificada como Aspergillus oryzae CPQBA 394-12 DRM 01 (ANEXO I), também 
chamada de A. oryzae MV, neste trabalho. 
As linhagens A. niger CH4, A. niger AW96 e A. niger AD96 foram isoladas 
da casca de café, e gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Gustavo Viniegra-
González, da Universidad Autonoma Metropolitana de Iztapalapa, México. A 
linhagem A. niger ATCC 1015 foi gentilmente cedida pelo pesquisador Peter 
Richard da VTT (Technical Research Centre of Finland), Finlândia.  
 
4.2.2 Manutenção dos Micro-organismos 
 
Para manutenção, os esporos dos micro-organismos foram inicialmente 
inoculados em tubos contendo o meio BDA e incubados a 30 °C durante três dias. 
Após esse período, os esporos foram recobertos com óleo mineral estéril e 
armazenados a 4 °C, por até três meses, antes de um novo repique. Além disso, 
foram coletados esporos de cada linhagem com uma solução estéril de glicerol 
15% (v/v), que foram então mantidos a -20 °C. 
 
4.2.3 Preparo da Suspensão de Esporos 
 
Para o preparo da suspensão de esporos, as diferentes cepas foram 
crescidas em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio BDA, 
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durante três dias, em estufa para cultura bacteriológica ECB 1.3 Odontobrás 
(Ribeirão Preto, SP) a 30 °C. A coleta dos esporos foi feita com a adição de 20 
mL de solução salina ao frasco e raspagem dos esporos com um bastão de vidro. 
A suspensão de esporos foi filtrada através de um funil recoberto com tecido 
perfurado (tule) e a contagem de esporos da solução resultante (filtrado) foi feita 
em câmara de Neubauer, observada em microscópio óptico utilizando-se um 
aumento de 400X. 
 
4.2.4 Cultivos em Estado Sólido 
 
Os substratos dos cultivos de FES consistiram de uma mistura de 30% (m 
m-1) de bagaço de cana com 70% (m m-1) de bagaço de laranja lavado ou não 
lavado, e farelo de trigo. Os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyers de 
250 mL, com 5 g de mistura de substratos. Todos os materiais e a solução salina 
utilizados nesta etapa foram esterilizados em autoclave a 120 °C, 1,2 kgf/cm², por 
15 min. O volume da suspensão de esporos necessário para o inóculo foi 
determinado para se obter uma concentração final de 107 esporos por grama de 
substrato seco (esporos g-1ss). A umidade dos substratos foi fixada em 70% nos 
experimentos iniciais, utilizando a solução salina de umidificação (item 4.2.5). O 
volume da suspensão de esporos e a umidade intrínseca dos substratos foram 
descontados do volume de solução salina necessário para atingir 70% de 
umidade. Os frascos foram incubados em estufa para cultura bacteriológica a 30 
°C.  
A produção de pectinases foi determinada nos extratos do sólido 
fermentado ou diretamente no sólido fermentado liofilizado, pela dosagem de 
açúcares redutores resultantes da hidrólise da pectina, utilizando o método que 
utiliza o reagente DNS (MILLER, 1959), a partir de uma curva analítica com o 
ácido D-galacturônico. A atividade foi expressa como unidades por grama de 
sólido fermentado seco (U g-1ss).  
A umidade inicial dos substratos foi determinada em uma balança de 




4.2.5 Solução Salina de Umidificação 
 
Para o ajuste da umidade do meio de cultura de FES e para a coleta de 
esporos foi preparada uma solução salina a pH 7,0 contendo (m V-1): K2HPO4 
0,3%, (NH4)2SO4 1,3%, MgSO4.7H20 0,5%, KCl 1%, FeSO4.7H2O 0,009% 
(BARON, 2010).  
 
4.2.6 Obtenção dos Preparados Enzimáticos 
 
Neste trabalho, foram utilizados dois preparados enzimáticos. O extrato 
bruto contendo o complexo enzimático, obtido por extração do sólido fermentado 
com tampão acetato 0,2 mol L-1 a pH 4,5 (como descrito a seguir) e o sólido 
fermentado liofilizado contendo atividade pectinolítica.  
 
4.2.6.1 Preparo do Extrato Enzimático 
 
A extração das pectinases do sólido fermentado foi realizada com 100 mL 
de tampão acetato 0,2 mol L-1 a pH 4,5, para cada 5 g de sólido fermentado, em 
agitador orbital TE-42I Tecnal (Piracicaba, SP) a 30 °C, 180 rpm, durante 30 min. 
Após este período, o material foi filtrado em gaze e prensado manualmente para 
obtenção do extrato bruto, que foi centrifugado a 2200×g por 5 min. O 
sobrenadante foi utilizado para determinação da atividade pectinolítica pelo 
método que utiliza o reagente DNS (Item 4.7.1). 
 
4.2.6.2 Preparo do Sólido Fermentado Liofilizado 
 
Para obtenção do sólido fermentado liofilizado, após o pico máximo de 
produção de pectinases, o sólido úmido foi liofilizado em liofilizador Jouan LP3® 
modelo 60, durante 24 h, a 0,1 mbar e -45 °C. O sólido fermentado liofilizado foi 
armazenado em sacos plásticos e mantido em refrigerador a 4 °C. A atividade 
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pectinolítica do sólido liofilizado foi determinada por dosagem de açúcares 
redutores (DNS, 4.7.2), resultantes da hidrólise da pectina, pelo procedimento 
desenvolvido neste trabalho. Para comparação, a dosagem da atividade foi 
também feita no extrato bruto do sólido liofilizado, preparado como descrito no 
item 4.2.6.  
 
4.3 ADAPTAÇÃO DO MÉTODO DE DOSAGEM DE ATIVIDADE DE 
PECTINASES POR ADIÇÃO DIRETA DO SÓLIDO FERMENTADO AO MEIO 
REACIONAL 
 
A dosagem de atividade de pectinases produzidas por FES relatadas na 
literatura normalmente é feita nos extratos brutos obtidos de sólidos fermentados. 
Entretanto, a dosagem por adição direta do sólido fermentado ao meio reacional, 
sem passar pela etapa de extração, pode trazer as vantagens de dispensar esta 
etapa e representar mais adequadamente a atividade real do sólido fermentado, 
uma vez que as enzimas podem não ser totalmente extraídas do sólido. A fim de 
se determinar a atividade enzimática no sólido fermentado liofilizado, por adição 
direta, foi desenvolvido um procedimento baseado no método de hidrólise da 
pectina que utiliza o reagente de cor DNS (MILLER, 1959).  
 
4.3.1 Otimização do Método de Dosagem Direta no Sólido Fermentado 
Liofilizado 
 
Na literatura, há uma grande variação dos métodos de extração do 
complexo enzimático contendo pectinases após a fermentação em estado sólido, 
sendo que a maioria usa água ou tampão acetato na extração. Neste trabalho, o 
primeiro ensaio realizado para a determinação da atividade, foi a verificação da 
influência do pH na atividade pectinolítica no sólido. Para isso foi testada, no início 
do procedimento de dosagem de atividade no sólido fermentado, a adição de 
tampão acetato 0,2 mol L-1 a pH 4,5, água ou água com pH ajustado para 4,5 com 
ácido acético.  
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Os ensaios de otimização subsequentes foram realizados em tubos 
Falcon de 15 mL. Inicialmente, foram testadas diferentes concentrações de 
pectina (0,5 a 2%, m V-1), tempos (5 a 15 min) e temperaturas de incubação (35 a 
65 °C). Foi realizado um controle negativo, incubando-se somente o sólido com 
tampão e adicionando-se a pectina no tubo de DNS, após a transferência do meio 
incubado.  
Na melhor condição selecionada na etapa anterior, avaliou-se a massa de 
sólido fermentado (20 a 60 mg) e o pH do  meio com tampão ácido 
acético/acetato (4,0 a 5,0). 
 
4.4 CARACTERIZAÇÃO DO SÓLIDO FERMENTADO  
4.4.1 Efeito do Tipo de Secagem 
 
Para investigar o efeito da secagem do sólido fermentado na atividade 
pectinolítica foram comparados dois métodos de secagem diferentes: (1) por 
liofilização, que vinha sendo utilizado até esta etapa, e (2) a secagem por fluxo de 
ar. Esta última foi conduzida em um sistema fechado composto por duas colunas 
de PVC integradas, ambas com 4,3 cm de diâmetro e 30 cm de altura, uma 
preenchida com sílica ativada e outra com 15 g de sólido fermentado úmido. O 
fluxo de ar foi feito em sentido ascendente, com corrente de ar proveniente de um 
compressor em temperatura ambiente, pela coluna de sílica para desumidificação 
do ar e em seguida pela coluna de sólido fermentado, sendo este processo 
mantido por 2 horas. 
A liofilização foi realizada em um liofilizador Jouan LP3® modelo 60, a 0,1 
mbar e -45 °C, variando-se o tempo de secagem (de 18 a 24 h). A atividade foi 
determinada pelo método do DNS diretamente no sólido, e expresso em atividade 
relativa (%) ao sólido fermentado úmido. 
 




Devido à heterogeneidade do tamanho das partículas do substrato 
utilizado nos cultivos em estado sólido, mesmo após a sua classificação, estudou-
se a influência do tamanho das partículas do sólido fermentado liofilizado na 
atividade pectinolítica. Para o estudo deste efeito, separaram-se quatro frações de 
3 g do sólido, e cada fração foi triturada em liquidificador por diferentes tempos 
(de 0,5 a 3 min). Para determinar a atividade pectinolítica em cada uma das 
condições, foi utilizado o método de dosagem direta no sólido ao meio reacional 
do método de DNS.  
 
4.4.3 Estabilidade ao pH no Meio  
 
A liberação de ácido D-galacturônico no meio, como resultado da hidrólise 
da pectina, pode modificar o pH do meio. Portanto, foi verificado o efeito do pH do 
meio na atividade pectinolítica do sólido. Para isto, o sólido fermentado liofilizado 
foi incubado em tampão com valores de pH entre 3 e 6, a 30 °C. Após 1 h de 
incubação, o pH do meio foi ajustado para 4,5 e a atividade do sólido foi 
determinada pelo método de dosagem de atividade direta no sólido fermentado 
liofilizado (Item 4.7.1). 
   
4.4.4 Estabilidade à Temperatura  
 
De acordo com a literatura, pectinases podem sofrer desnaturação em 
temperaturas superiores a 50 °C (ORTEGA et al., 2004). Entretanto, esta 
informação varia de acordo com a procedência da enzima e com o método de 
dosagem, e não pode ser generalizada. Portanto, foi determinada a estabilidade 
do complexo enzimático presente no sólido fermentado liofilizado frente a 
diferentes temperaturas. Para tal, o sólido fermentado foi incubado em diferentes 
temperaturas (de 30 a 50 °C) com tampão acetato 0,2 mol L-1 a pH 4,5. Após 





4.4.5 Inibição pelo Produto 
  
O efeito do produto liberado na atividade da enzima foi avaliado 
adicionando-se concentrações conhecidas de ácido D-galacturônico no início da 
reação de hidrólise da pectina, no método de dosagem de atividade. Para tal, 
pesou-se 2 g de sólido fermentado liofilizado, adicionou-se 25 mL de tampão 
acetato 0,2 mol L-1 a pH 4,5 contendo azida sódica e 25 mL de solução de pectina 
4% (m V-1), resultando numa concentração de pectina no meio de 2%. Os 
resultados foram obtidos por quantificação em CLAE (Item 4.7.3), descontando-se 
o teor de ácido D-galacturônico adicionado. 
 
4.4.6 Estabilidade ao Armazenamento 
 
Para saber se o sólido fermentado liofilizado se manteria estável, 
armazenou-se o sólido, após liofilização, em um saco plástico transparente a 4 °C 
ao abrigo de luz,  durante quatro meses. A atividade pectinolítica foi verificada 
semanalmente, utilizando-se o método de dosagem de atividade no sólido 
liofilizado.  
 
4.5 HIDRÓLISE DA PECTINA CÍTRICA PARA PRODUÇÃO DO ÁCIDO D-
GALACTURÔNICO UTILIZANDO O SÓLIDO FERMENTADO COM ATIVIDADE 
PECTINOLÍTICA 
 
4.5.1 Estudos Preliminares 
 
Para verificar a produção de ácido D-galacturônico a partir da pectina 
utilizando o sólido fermentado, realizou-se uma cinética de hidrólise em frascos 
Erlenmeyer de 125 mL agitados em agitador orbital TE-42I Tecnal (Piracicaba, 
SP). Para tal, adicionaram-se 2 g de sólido fermentado liofilizado a 25 mL de 
tampão acetato 0,2 mol L-1, com 0,02% (m V-1) de azida sódica (para impedir o 
crescimento do micro-organismo e consumo do produto liberado), e 25 mL de 
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solução de pectina 4% (m V-1), gerando uma concentração de pectina no meio de 
2% (m V-1). Foram realizados dois controles negativos: um, com o sólido 
fermentado liofilizado e outro com o sólido fermentado liofilizado autoclavado a 
120 °C por 15 min, para desnaturação das enzimas. Para ambos os controles, 
foram pesados 2 g de cada sólido, sendo estes adicionados a 25 mL de tampão 
acetato com 0,02% (m V-1) de azida sódica e 25 mL de água destilada. Os frascos 
foram agitados a 30 °C ou a 50 °C, 180 rpm por 72 h, sendo retiradas alíquotas 
em tempos determinados. As amostras foram fervidas por 5 min para 
desnaturação das enzimas e filtradas em membrana de 0,45 µm para análise em 
CLAE (Item 4.7.3). 
 
4.5.2 Otimização da Hidrólise da Pectina utilizando Delineamento Fatorial 23 
 
Depois de realizados os estudo prévios de produção do ácido D-
galacturônico a partir da hidrólise da pectina em baixas concentrações (2%, m V-
1), foi realizada uma otimização do processo, visando, principalmente, aumentar o 
teor de pectina no meio. Para isso, realizou-se um planejamento fatorial 23 com 
triplicata no ponto central, tendo como variáveis a temperatura (T), teor de pectina 
(P) e massa de sólido fermentado liofilizado (S). 
Os ensaios do delineamento fatorial foram realizados em frascos 
Erlenmeyer de 125 mL. As soluções de pectina foram preparadas, nas 
concentrações requeridas no experimento, com 25 mL de solução tampão acetato 
0,2 mol L-1 contendo azida sódica e 25 mL de água destilada, gerando um volume 
final de 50 mL. Às soluções resultantes foi adicionado o sólido fermentado e a 
mistura foi incubada em agitador orbital a 180 rpm por 72 h. Foi realizado um 
controle negativo, incubando-se somente o sólido com 25 mL de tampão acetato 
com 0,02% (m V-1) de azida sódica e 25 mL de água destilada. Após os tempos 
de hidrólise (72 h), alíquotas de 3 mL foram removidas e transferidas para tubos 
Falcon, fervidas por 10 min, centrifugadas a 2200×g por 5 min e o sobrenadante 
foi filtrado em membrana de 0,45 µm para análise em CLAE. 
Para medir a influência de cada variável na reação, foi feito o cálculo do 
efeito de cada uma delas na resposta estudada. Para tal, fez-se o uso do 
esquema de sinais (+1, 0 e -1), multiplicando-os um a um para obter os resultados 
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correspondentes aos coeficientes de contraste atribuídos aos efeitos principais e 
secundários. Em seguida, procedeu-se à somatória dos valores, respeitando os 
sinais atribuídos e o resultado foi dividido por quatro, que corresponde ao número 
total de experimentos (b2 = 8) dividido por 2 (Equação 1). 
 
   
   ∑    ∑   
  
          (Equação 1) 
Onde:  
EP = Efeitos principais 
b2 = número total de experimentos 
y+ = níveis máximos dos parâmetros 
y- = níveis mínimos dos parâmetros 
 
Os dados experimentais foram analisados pela regressão polinomial de 
segunda ordem, representada pela Equação 2. 
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          (Equação 2) 
 
Onde: 
Y = variável-resposta 
βk0, βki, e βkij = coeficientes e  
xi e xj = variáveis independentes não codificadas 
O modelo matemático foi testado para a falta de ajuste pelo teste F a 
partir da análise de variância (ANOVA), usando o programa STATISTICA (Data 
Analysis Software System) versão 10. 
 





As análises de composição monossacarídica do hidrolisado da pectina 
cítrica por CCD e CG-EM foram realizadas utilizando como amostra o 
sobrenadante da hidrólise, obtido por incubação de 12 g de sólido fermentado e 
20% (m V-1) de pectina, após 72 h de reação. Após a incubação, o sobrenadante 
das reações foi separado por centrifugação a 2200×g, seguindo-se a secagem em 
liofilizador Jouan LP3® modelo 60, a 0,1 mbar e -45 °C por 24 h.  
 
4.7 MÉTODOS ANALÍTICOS 
 
4.7.1 Determinação de Atividade de Pectinases  
 
A atividade de pectinases no extrato enzimático é baseada no aumento 
dos grupos redutores formados por ação da enzima na pectina cítrica. Esta 
metodologia foi aplicada para a determinação da atividade nos extratos brutos do 
sólido fermentado e nos sólidos fermentados liofilizados, preparados como 
descrito em 4.2.6.  
Para a determinação nos extratos (Figura 11-A), foram adicionados, em 
tubos de ensaio de 10 mL, 0,25 mL de solução de pectina cítrica 0,5% (m V-1) 
preparada em água destilada. Em seguida, foram adicionados 0,25 mL de extrato 
enzimático. Após homogeneização, os tubos foram transferidos para um banho-
maria a 37 °C por 40 min. Adicionou-se 0,5 mL do reagente de DNS (ácido 3,5-
dinitrosalicílico) e, após homogeneização, a solução foi fervida por 5 min. Os 
tubos foram então transferidos para um banho de gelo, e a eles adicionaram-se 4 
mL de água destilada. A leitura foi feita em espectrofotômetro a 540 nm. Os 
ensaios foram feitos em duplicata.  
Nos ensaios de controle, o extrato bruto foi transferido aos tubos 
contendo DNS e em seguida foi adicionada a solução de pectina cítrica. Uma 
unidade de atividade enzimática corresponde à quantidade de enzima que libera 1 
µmol de ácido D-galacturônico por min, nas condições do ensaio. Os resultados 
foram expressos como unidades por grama de sólido fermentado (U g-1SS), e 












 (Equação 3) 
 
Onde: 
A= atividade (U g-1SS) 
Absamostra = absorbância da amostra 
Abscontrole = absorbância do controle 
dil = diluição do extrato enzimático 
vol = volume total em mL do extrato enzimático  
ε = coeficiente de extinção molar (0,0933 mL µmol-1 cm-1; 540 nm) 
t = tempo de reação (40 min) 
m = massa de substrato seco utilizado na fermentação (g) 
V = volume da solução enzimática para o extrato bruto ou massa de sólido 
fermentado liofilizado (mL ou g) 
 
Para determinação da atividade do sólido fermentado liofilizado (Figura 
11-B), pesaram-se 20 mg das amostras em tubos Falcon de 15 mL, às quais 
foram adicionados 1,6 mL de tampão acetato 0,2 mol L-1 em pH 4,5 e 1,6 mL de 
solução de pectina 0,5% (m V-1). Em seguida, realizou-se a hidrólise a 37 °C, por 
incubação das amostras em banho-maria. Ao final de 40 min foram retiradas 
amostras de 500 μL, que, após centrifugação a 2200×g por 5 min foram 
colocadas em tubos de ensaio de 10 mL contendo 500 μL de solução de DNS. A 
cada tubo adicionaram-se 4 mL de água destilada e, após homogeneização, a 
absorbância das amostras foi lida a 540 nm. Nos ensaios-controle, o sólido 
fermentado foi incubado somente com tampão, e a solução de pectina foi 
adicionada ao tubo de ensaio antes da incubação a 100 °C, para evitar a reação 
de hidrólise. Os resultados foram expressos como unidades por grama de sólido 







FIGURA 11 – FLUXOGRAMAS DO PROCEDIMENTO PARA DOSAGEM DE ATIVIDADE 








4.7.2 Determinação de Açúcares Redutores pelo Método de DNS 
 
Para a determinação dos açúcares redutores dos hidrolisados utilizou-se 
o método que utiliza o reagente DNS (ácido 3,5-dinitrosalicílico), originalmente 
proposto por Miller (1959). O método baseia-se na redução do DNS a ácido 3-
amino-5-nitrosalicílico, concomitantemente com a oxidação do grupo aldeído do 
açúcar a grupo carboxílico (Figura 12). Após aquecimento, a solução torna-se 
avermelhada, sendo lida no espectrofotômetro a 540 nm em espectrofotômetro 
(Thermo Scientific - Waltham, Massachusetts, EUA). 
 
 
FIGURA 12 - REAÇÃO DE REDUÇÃO DO DNS (ÁCIDO 3,5 – DINITROSALICÍLICO) 
 
4.7.3 Quantificação de Ácido D-galacturônico por Cromatografia Líquida de Alta 
Eficiência 
 
A quantificação do ácido D-galacturônico foi realizada utilizando o sistema 
cromatográfico Agilent 1260 Infinity Bio-Inert Quaternary LC System, com 
amostrador automático, forno de aquecimento de coluna e detector para índice de 
refração. A análise foi realizada em coluna Aminex HPX-87H (Bio-Rad, Hercules, 
EUA) a 65 °C, precedida por pré-coluna catiônica Cation-H (Bio-Rad), eluição com 
fase móvel H2SO4 5 mmol L
-1 a uma vazão de 0,6 mL min-1. A quantificação foi 
efetuada por padronização externa com ácido D-galacturônico. Os dados obtidos 





4.7.4 Cromatografia de Camada Delgada (CCD) 
 
Para a CCD, foram pesados 10 mg da amostra do hidrolisado liofilizada e 
ressuspendidos em 1 mL de água ou metanol. As amostras foram aplicadas em 
placas de sílica-gel 60 G (Merck, Whitehouse Station – Lambertville, EUA), com 8 
cm de altura total. As análises foram desenvolvidas com a composição de 
solvente: acetato de etila, propanol, ácido acético e água em proporção 4:2:2:1 
(v/v), adequada para a separação de monossacarídeos. Após a corrida, a 
visualização dos carboidratos foi realizada com orcinol-ácido sulfúrico a 100 °C 
(SKIPSKI, 1975). 
Os monossacarídeos ramnose, glucose, arabinose, ácido glucurônico, 
ácido D-galacturônico, galactose, manose e xilose (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) 
foram utilizados como padrões.  
 
4.7.5 Derivatização das Amostras para Análise em Cromatografia em Fase 
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas 
 
A redução foi realizada com 2 mg de amostra hidrolisada solubilizada em 
1mL de água e 1 mg de NaBH4. As amostras foram mantidas por um período de 2 
h a 50 °C. Em seguida, a amostra reduzida foi lavada com metanol, que foi 
evaporado em rotaevaporador. Este processo foi repetido por 3 vezes para 
remoção do borohidreto residual. Adicionaram-se 750 µL de anidrido acético à 
amostra reduzida, sendo, em seguida, o meio reacional mantido à temperatura 
ambiente por 16 h. A reação foi parada com adição de gelo e os derivados 
acetilados foram extraídos em clorofórmio (CHCl3). A fase orgânica foi filtrada em 
Na2SO4 anidro para remoção da água residual. O filtrado foi seco em 







4.7.6 Cromatografia em Fase Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas 
 
Estas análises foram realizadas em CG-EM da marca Varian (Palo Alto, 
CA), modelo Saturn 2000R. A detecção por massas foi feita pela ionização 
eletrônica (70 eV) e analisador do tipo ion trap. A temperatura do injetor foi 
mantida em 250 °C e do trap em 200 ºC. Hélio 5.0 analítico foi utilizado como gás 
de arraste, a um fluxo de 1 mL min-1. As análises foram realizadas em coluna DB-
225-MS (Agilent J&W, Santa Clara, EUA), com programação de temperatura de 






5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 PRODUÇÃO DE PECTINASES POR FERMENTAÇÃO NO ESTADO 
SÓLIDO E DESENVOLVIMENTO DE UMA NOVA METODOLOGIA DE 
DOSAGEM DE ATIVIDADE PECTINOLÍTICA UTILIZANDO O SÓLIDO 
FERMENTADO 
 
Para selecionar os substratos sólidos e micro-organismos produtores de 
pectinases por FES, foram testados os substratos farelo de trigo, bagaço de 
laranja lavado e não lavado (70% m/m), misturados com bagaço de cana como 
agente de volume (30% m/m). A determinação da atividade pelo método de DNS 
(item 4.7.1) foi realizada utilizando o extrato bruto obtido das diferentes 
fermentações. Os resultados estão apresentados na Figura 13.  
 
 
FIGURA 13 - PRODUÇÃO DE PECTINASES POR DIFERENTES CEPAS E EM DIFERENTES 
MEIOS DE FERMENTAÇÃO EM ESTADO SÓLIDO. 
- meio 1: 30% bagaço de cana e 70% farelo de trigo;   - meio 2: 30% bagaço de cana e 70% 
bagaço de laranja não lavado;     - meio 3: 30% bagaço de cana e 70% bagaço de laranja lavado. 
CH4, ATCC 1015, AD E AW são cepas de Aspergillus niger; e MV é a cepa de A. oryzae isolada 
neste trabalho. Condições de cultivo: umidade 70%, 30 °C, 24 h de cultivo. Determinação de 



























Os resultados mostraram que a cepa de A. oryzae CPQBA 394-12 DRM 
01 crescida no meio 3 (30% bagaço de cana e 70% bagaço de laranja lavado) 
apresentou a maior atividade enzimática (28 U g-1SS). Por isso, ela foi selecionada 
para dar continuidade aos experimentos.  
Pode-se também verificar (Figura 13) que o uso do bagaço de laranja 
não-lavado resultou em valores de atividades em torno de 65% menores do que 
aqueles obtidos com o bagaço de laranja lavado; ou seja, a lavagem do bagaço 
apresentou uma influência positiva bastante expressiva sobre a produção de 
pectinases, provavelmente pelo fato de substâncias inibidoras da produção de 
pectinases serem eliminadas do meio durante a lavagem. A presença de óleos 
essenciais da casca da laranja podem ter inibido o crescimento do fungo e a 
produção de pectinases, já que a adição de açúcares ao meio de cultivo, como a 
glucose e a sacarose, ao nível de até 10% (m V-1), não reprime a expressão de 
pectinases em fermentação no estado sólido; pelo contrário, aumenta sua 
expressão em até três vezes (SOLIS-PEREYRA et al., 1993; SOLIS-PEREYRA et 
al., 1996). A cepa A. niger CH4 no meio de cultivo 1 (30% bagaço de cana e 70% 
farelo de trigo) foi utilizada como controle, para comparação dos resultados 
obtidos, uma vez que já vinha sendo estudada no Laboratório de Tecnologia 
Enzimática e Biocatálise – LTEB como produtora de pectinases por FES (BIZ, 
2012). 
 
5.1.1 Cinética de Produção de Pectinases 
 
Foi realizado um estudo de cinética de produção de pectinases utilizando 
as duas cepas de Aspergillus e meios selecionados anteriormente, a fim de se 
determinar o tempo necessário para se obter a maior produção de enzimas nas 
condições propostas. Determinou-se a atividade pectinolítica do extrato bruto 
obtido após os diferentes tempos de fermentação. 
Os resultados (Figura 14) mostraram que o pico máximo de produção de 
pectinases ocorreu em 24 h de cultivo para A. oryzae CPQBA 394-12 DRM 01 (16 
U g-1ss) e em  18 h para A. niger CH4 (7 U g
-1
ss). Porém, pode-se verificar também 
que a atividade de pectinases produzidas nas duas condições selecionadas 
apresentou-se em torno de 40% menor quando comparada aos resultados 
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anteriores (Figura 13) (28 U g-1ss e 11 U g
-1
ss, para A. oryzae e A. niger, 
respectivamente). Os cultivos foram então repetidos com bagaço de cana 
utilizado anteriormente (Figura 13), para se determinar se a redução da atividade 
era devida ao novo lote de bagaço de cana utilizado nos experimentos da Figura 
14. Após 24 h de incubação, a atividade máxima encontrada foi de em torno de 30 
U g-1ss, mostrando que o lote de bagaço de cana tinha influência na atividade 
máxima encontrada nos cultivos.  
 
FIGURA 14 - PERFIL DE PRODUÇÃO DE PECTINASES POR Aspergillus niger CH4 (♦) E 
Aspergillus oryzae CPQBA 394-12 DRM 01 (■) EM FERMENTAÇÃO NO ESTADO SÓLIDO.  
Substratos: 30% bagaço de cana e 70% farelo de trigo para Aspergillus niger CH4; e 30% bagaço 
de cana e 70% bagaço de laranja para A. oryzae CPQBA 394-12 DRM 01. Condições de cultivo: 
umidade 70%, 30 °C. Dosagem de atividade de pectinases feita no extrato bruto. 
 
Como a cepa de A. oryzae CPQBA 394-12 DRM 01 era a de maior 
interesse neste trabalho, já que apresentou uma maior atividade, foi fixado o 
tempo de cultivo de 24 h para os próximos ensaios. Estes resultados coincidem 
com os já encontrados pelo grupo de pesquisa do Laboratório de Tecnologia 
Enzimática e Biocatálise - LTEB. Baron (2010) conseguiu os melhores resultados 
em 24 h de cultivo, alcançando uma atividade de 16 U g-1ss em um meio contendo 
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5.1.2 Desenvolvimento de Metodologia de Dosagem de Atividade Diretamente no 
Sólido Fermentado  
 
O objetivo principal deste trabalho foi realizar a hidrólise enzimática da 
pectina para a produção de ácido D-galacturônico. Considerando este objetivo e 
levando em conta que a eficiência de extração das pectinases do sólido 
fermentado pode não ser de 100% e que, tanto para a dosagem de atividade 
quanto para o processo de hidrólise da pectina para produção do ácido D-
galacturônico, é desejável a economia de uma etapa, foi estudada a aplicação 
direta do sólido no meio reacional de dosagem de atividade.  
Não há na literatura relatos sobre um método para determinação da 
atividade de pectinases diretamente em sólido fermentado. Portanto, foi otimizado 
um método que utiliza diretamente o sólido, em vez do extrato bruto, para 
aplicação na etapa posterior do trabalho. Partiu-se da ideia de aplicação direta do 
sólido em processos de hidrólise, já desenvolvida no Laboratório de Tecnologia 
Enzimática e Biocatálise - LTEB, na modificação de lipídeos (RASERA et al., 
2012) e na síntese de ésteres etílicos (SALUM et al, 2010; FERNANDES et al, 
2007) com adaptações para medição da atividade pectinolítica, pelo método que 
dosa os açúcares redutores resultantes da hidrólise da pectina por DNS (item 
4.7.1). 
Observou-se (Figura 15) que, para todas as preparações enzimáticas, as 
atividades obtidas foram maiores para A. oryzae CPQBA 394-12 DRM 01, tendo-
se atingido um máximo de 52 U g-1ss quando o sólido fermentado seco foi 
adicionado diretamente ao meio reacional contendo pectina. A atividade obtida 
para o sólido fermentado liofilizado de A. oryzae CPQBA 394-12 DRM 01 foi cerca 
de 90% maior do que as atividades obtidas para os extratos. Para A. niger CH4, 
obteve-se 86% de aumento de atividade em relação ao extrato bruto do sólido 
fermentado.  A liofilização do sólido fermentado não afetou significativamente a 
atividade, visto que não houve diferença significativa entre as atividades 
encontradas para o extrato bruto obtido do sólido úmido e o extrato obtido do 





FIGURA 15 – COMPARAÇÃO DAS ATIVIDADES OBTIDAS COM DIFERENTES PREPARAÇÕES 
DE PECTINASES PRODUZIDAS EM FERMENTAÇÃO NO ESTADO SÓLIDO POR CEPAS DO 
GÊNERO Aspergillus.  
Sólidos fermentados produzidos por Aspergillus oryzae CPQBA 394-12 DRM 01 -     ; e por A. 
niger CH4 -     . EB: extrato bruto do sólido fermentado úmido; EL: extrato obtido do sólido 
fermentado após liofilização; SF: sólido fermentado liofilizado. 
 
5.1.2.1 Efeito do Tampão na Atividade Enzimática do Sólido Fermentado 
 
A fim de se verificar o efeito do tampão na atividade, a hidrólise da pectina 
utilizando o sólido fermentado foi realizada com tampão acetato 0,2 mol L-1 em pH 
4,5, água e água com pH ajustado para 4,5 com ácido acético. Os resultados 
foram comparados com a atividade do extrato bruto do sólido liofilizado (item 
4.2.6.1), e estão apresentados na Figura 16. Pode-se verificar que a atividade do 
sólido fermentado liofilizado, quando se utilizou tampão acetato, apresentou-se 
maior do que quando se utilizou água ou água com pH ajustado no meio 
reacional, e é mais que o dobro da atividade do extrato do sólido liofilizado (59 U 
g-1ss e 22 U g
-1
ss, respectivamente). Para a cepa A. niger CH4, não se pode 
verificar diferença significativa entre os resultados com tampão, água ou água 
com pH ajustado. Portanto, devido aos bons resultados obtidos para A. oryzae 























tampão acetato 0,2 mol L-1 e pH 4,5 no método de dosagem de atividade de 
pectinases no sólido fermentado seco. 
 
 
FIGURA 16 - EFEITO DO pH DA SOLUÇÃO DO MEIO REACIONAL NA ATIVIDADE DE 
PECTINASES DO SÓLIDO FERMENTADO.  
    - extrato do sólido liofilizado,     - sólido fermentado úmido,     - com  tampão acetato 0,2mol L
-1
,          
    - com água,     -  com água em pH 4,5. MV: Aspergillus oryzae CPQBA 394-12 DRM 01; CH4: A. 
niger CH4. Sólido fermentado liofilizado produzido utilizando os substratos: 30% bagaço de cana e 
70% farelo de trigo para A. niger CH4; e 30% bagaço de cana e 70% bagaço de laranja lavado 
para A. oryzae CPQBA 394-12 DRM 01. Condições de cultivo: umidade 70%, 30 °C, 24 h. 
Dosagem de atividade de pectinases feita no sólido fermentado. 
 
Diante deste conjunto de resultados pode-se confirmar que, de fato, a 
atividade no sólido fermentado é maior do que no extrato bruto obtido do meio 
fermentado. Isso pode ser devido à menor eficiência da extração do complexo 
enzimático do sólido fermentado. 
Em todos os resultados obtidos até aqui, a cepa de A. oryzae CPQBA 
394-12 DRM 01 se mostrou uma boa produtora de pectinases, apresentando 
valores de atividade pectinolítica maiores do que a produzida por A. niger CH4. 
Portanto, os resultados seguintes foram obtidos utilizando somente o sólido 
fermentado com a cepa A. oryzae CPQBA 394-12 DRM 01, no meio contendo 






























5.1.2.2 Influência da Trituração do Sólido 
 
O sólido fermentado, por conter bagaço de cana e cascas de laranja, 
apresentava-se heterogêneo após os cultivos e secagem (Figura 17). Devido a 
isto, verificou-se a influência da trituração do sólido seco em liquidificador antes 
da determinação de atividade, em diferentes tempos. A atividade foi determinada 




FIGURA 17 – ASPECTO DO SÓLIDO FERMENTADO LIOFILIZADO PRODUZIDO POR 
Aspergillus oryzae CPQBA 394-12 DRM 01.  
Substratos: Bagaço de cana (30%) e bagaço de laranja lavado (70%). Condições de cultivo: 
umidade 70%, 30 °C, 24 h. 
 
Observou-se (Figura 18) que o tempo de trituração das amostras não teve 
um efeito significativo na atividade pelo teste T de Student, com nível de 
confiança 95%, para as amostras de sólido fermentado com A. oryzae CPQBA 
394-12 DRM 01. Além disso, não se pode verificar uma diminuição no valor do 
erro padrão (barras de erros) com a homogeneização do sólido. Portanto, o sólido 
utilizado nos experimentos seguintes não foi triturado, considerando que em uma 





FIGURA 18 - INFLUÊNCIA DA TRITURAÇÃO DO SÓLIDO FERMENTADO COM Aspergillus 
oryzae CPQBA 394-12 DRM 01 EM SUA ATIVIDADE PECTINOLÍTICA.   
Sólido fermentado liofilizado produzido utilizando os substratos: 30% bagaço de cana e 70% 
bagaço de laranja lavado. Condições de cultivo: umidade 70%, 30 °C, 24 h.  
 
5.1.2.3 Efeito da Concentração de Pectina, da Temperatura e do Tempo de 
Hidrólise na Atividade do Sólido Fermentado 
 
Mesmo com a seleção de micro-organismo, meio de cultura e método de 
dosagem de pectinases, conforme descrito anteriormente, os valores de atividade 
obtidos com o sólido fermentado ainda eram menores que alguns reportados na 
literatura (Tabela 4, página 40). Como os métodos relatados nos diferentes 
trabalhos variam bastante em termos de condições de dosagem, tornando difícil a 
comparação dos resultados, decidiu-se prosseguir os estudos no sentido de 
otimizar o método de dosagem de atividade do sólido fermentado com A. oryzae 
CPQBA 394-12 DRM 01, variando a temperatura de hidrólise, concentração de 
pectina, massa de sólido fermentado e o pH do meio. Os resultados obtidos na 
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TABELA 5 - EFEITO DA CONCENTRAÇÃO DE PECTINA, DA TEMPERATURA E DO TEMPO DE 
HIDRÓLISE NA ATIVIDADE DO SÓLIDO FERMENTADO LIOFILIZADO PRODUZIDO POR 
Aspergillus oryzae CPQBA 394-12 DRM 01. 
 
  Atividade no sólido fermentado (U g
-1
ss) 
  Pectina (%, m V
-1
) 
T (°C) t (min) 0,5 1,0 2,0 
35 
5 132,8 ± 17,6 91,0 ± 30,1 202,1 ± 30,6 
10 88,0 ± 8,8 95,4 ± 1,6 121,6 ± 17,9 
15 55,4 ± 5,0 79,6 ± 30,3 111,5 ± 9,0 
45 
5 157,7 ± 19,7 222,2 ± 17,6 241,0 ± 13,0 
10 110,9 ± 10,1 137,3 ± 10,6 140,1 ± 15,0 
15 96,0 ± 8,5 129,1 ± 4,8 156,6 ± 17,1 
50 
5 147,4 ± 13,5 288,9 ± 13,0 420,7 ± 25,4 
10 109,3 ± 6,7 149,6 ± 22,3 105,1 ± 4,9 
15 73,5 ± 9,2 114,1 ± 23,0 158,4 ± 23,9 
55 
5 116,3 ± 0,5 240,6 ± 6,2 370,0 ± 44,1 
10 105,6 ± 8,3 162,1 ± 8,8 218,4 ± 13,7 
15 61,9 ± 4,8 131,7 ± 5,7 202,1 ± 3,6 
65 
5 135,0 ± 17,6 261,9 ± 5,2 217,5 ± 27,5 
10 89,1 ± 19,2 114,8 ± 2,6 137,0 ± 2,9 
15 71,9 ± 4,8 65,9 ± 11,6 72,9 ± 7,3 
 
A Tabela 5 mostra que os melhores resultados de atividade são obtidos a 
50 °C, com incubação por 5 min e com 2% (m V-1) de pectina no meio reacional 
(420,7 U g-1ss). Porém, nessa concentração, há formação de precipitado de 
pectina na solução, o que interfere na leitura em espectrofotômetro, sendo 
necessária a sua centrifugação e retirada de uma alíquota de amostra do 
sobrenadante, para que o precipitado não interfira na leitura. Portanto, visando 
simplificar o método, foi selecionada a condição que utiliza a solução de pectina 
1%, a 50 °C com incubação por 5 min, como condição padrão para determinação 
de atividade enzimática no sólido fermentado. 
Os resultados mostrados na Tabela 5 também refletem as propriedades 
cinéticas das pectinases contidas no sólido fermentado, sendo possível concluir 
que as enzimas produzidas por A. oryzae CPQBA 394-12 DRM 01 apresentam 
temperatura ótima de 50 °C e que mesmo a 65 °C apresentaram uma boa 
atividade (217,5 U g-1ss). Estas condições podem ser úteis no processo de 
hidrólise para produção do ácido D-galacturônico. Entretanto, a Tabela 5 mostra 
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apenas a atividade enzimática, que é determinada a partir da velocidade inicial da 
reação, nos primeiros 5 min. Em caso da hidrólise total da pectina para produção 
do ácido D-galacturônico, tempos maiores de incubação são necessários. 
Portanto, estudos com maiores tempos e em diferentes temperaturas foram 
realizados e estão apresentados mais adiante (item 5.1.1). 
Foram avaliados também os efeitos da massa de sólido fermentado 
adicionado e o pH do meio reacional na atividade do sólido fermentado (Tabela 
6). Os melhores valores de atividade (média de 263 U g-1ss) foram obtidos 
utilizando 20 mg de sólido fermentado a pH 4,0 e a pH 4,5. Como não houve 
diferença significativa entre os resultados obtidos nesta faixa de pH e o valor de 
pH 4,5 já estava sendo utilizado neste trabalho, os experimentos seguintes foram 
realizados com o tampão acetato 0,2 mol L-1 a pH 4,5. 
 
TABELA 6 - EFEITO DA MASSA DE SÓLIDO E DO pH NO MEIO SOBRE A ATIVIDADE DO 
SÓLIDO FERMENTADO COM Aspergillus oryzae CPQBA 394-12 DRM 01 
 







20 4,0 266,0 ± 11,0 
20 4,5 260,0 ± 7,4 
20 5,0 113,3 ± 8,8 
40 4,5 151,5 ± 9,8 
60 4,5 141,3 ± 19,4 
Condição de hidrólise: Solução de pectina 1,0%, 50 °C e tempo de 
incubação 5 min. 
 
Avaliando-se os resultados obtidos na otimização do procedimento de 
dosagem de atividade pectinolítica diretamente no sólido fermentado liofilizado, 
pode-se considerar que os melhores resultados foram obtidos quando se 
utilizaram de 20 mg de sólido fermentado, em meio com pH 4,5 ajustado com 
tampão acetato 0,2 mol L-1, com uma solução de pectina de 1,0% (m V-1) e 
incubação a 50 °C por 5 min. Estas condições foram utilizadas em todas as 
determinações de atividade a partir daqui.  
Antes da otimização do método, os resultados de atividade pectinolítica 
eram até 20 vezes menores do que os resultados encontrados na literatura 
(Tabela 4, página 40); porém com a otimização, resultados aceitáveis foram 
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obtidos, e a diferença em relação ao maior valor encontrado diminuiu, chegando a 
uma diferença de 4 vezes. Além disso, obteve-se um aumento nos valores de 
atividade em cerca de 10 vezes, comparando-se os valores obtidos no início do 
trabalho (27 U g-1ss) com o uso do extrato bruto, e após a otimização do método 
utilizando o sólido fermentado liofilizado (em torno de 270 U g-1ss).  
 
5.2  CARACTERIZAÇÃO DO SÓLIDO FERMENTADO PRODUZIDO POR 
Aspergillus oryzae CPQBA 394-12 DRM 01  
 
O sólido fermentado utilizado nestes experimentos foi produzido com os 
substratos bagaço de cana e bagaço de laranja lavado, com incubação a 30 °C. 
Após a máxima produção da enzima (24 h) o sólido fermentado foi seco em 
liofilizador por 24 h e armazenado em sacos plásticos a 4 °C. Este sólido 
apresentou uma atividade inicial média de 260 U g-1ss. 
 
5.2.1 Estabilidade do Sólido Fermentado à Temperatura 
 
Estudos anteriores (Tabela 5, página 67) de otimização da metodologia 
de dosagem mostraram que a temperatura ótima para a utilização do sólido 
fermentado com biocatalisador na hidrólise da pectina é de 50 °C. Porém, estes 
estudos foram realizados com apenas 5 min de incubação e a enzima pode não 
ser estável em tempos de incubação maiores, requeridos para os estudos de 
hidrólise enzimática da pectina para produção do ácido D-galacturônico. Para 
determinar a melhor temperatura a ser utilizada no processo de hidrólise, foram 
testadas 4 temperaturas diferentes (de 30 a 50 °C), com tempos de incubação de 
até 27 h (Figura 19). Pode-se verificar que, quando o sólido foi incubado a 50 °C, 
temperatura ótima para a atividade determinada anteriormente, as pectinases 
mantêm 100% de atividade após incubação por 1 h, mas perdem totalmente a 
atividade após 5 h de incubação. Portanto, o processo de hidrólise para produção 
de ácido D-galacturônico, que pode requerer tempos maiores que 24 h para a 
máxima conversão, deve ser realizado a 30 °C, temperatura na qual se observa 
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178% de atividade residual após 24 h de incubação. Este aumento na atividade 
se deve, provavelmente, à extração da enzima após certo tempo de incubação. 
 
 
FIGURA 19 – ATIVIDADE RESIDUAL DO SÓLIDO FERMENTADO PRODUZIDO POR Aspergillus 
oryzae CPQBA 394-12 DRM 01 FRENTE A DIVERSAS TEMPERATURAS E TEMPOS DE 
INCUBAÇÃO.  
♦ - 30 °C, ■ – 35 °C, ▲ – 40 °C, e ● -  50°C. Dosagem de atividade de pectinases feita pelo 
método de adição direta do sólido fermentado ao meio reacional. Condição: 20 mg de sólido 
fermentado com Aspergillus oryzae CPQBA 394-12 DRM 01 e solução de pectina 1,0%, e tampão 
acetato a pH 4,5. 
 
5.2.2 Efeito do Tipo de Secagem 
 
Para verificar a influência do tipo e tempo de secagem do sólido 
fermentado na atividade enzimática, foram avaliadas duas formas de secagem: a 
liofilização e a circulação de ar seco em colunas. As respostas dos dois métodos 
de secagem foram comparadas à atividade do sólido úmido, logo após a 
fermentação. Verificou-se uma perda de 25% da atividade após 24 h de secagem 
em liofilizador e 42% após 2 h de secagem em circulação de ar (Tabela 7). A 
circulação de ar apresentou uma secagem mais rápida do que a liofilização, 
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portanto, empregou-se este método para a secagem do sólido neste trabalho. 
Apesar dos valores de atividade obtidos após a liofilização em diferentes tempos, 
não apresentarem diferenças significativas, o tempo de 24 h foi escolhido, pois 
outros experimentos já haviam sido realizados nestas condições. É importante 
ressaltar que, em uma escala de processo maior, a secagem do sólido 
fermentado em coluna circulação de ar pode ser uma boa alternativa, já que é um 
sistema simples, barato e rápido. 
 
TABELA 7 - INFLUÊNCIA DO MÉTODO E TEMPO DE SECAGEM DO SÓLIDO FERMENTADO 
POR Aspergillus oryzae CPQBA 394-12 DRM 01 EM SUA ATIVIDADE PECTINOLÍTICA 
 
Sólido Umidade (%) Atividade relativa (%) 
Úmido 54,4 100,0 ± 0,3 
Corrente de ar (1 h) 19,7 72,5 ± 1,3 
Corrente de ar (2 h) 4,1 58,3 + 4,7 
Liofilizador (18 h) 3,8 80,6 ± 5,1 
Liofilizador (21 h) 3,8 78,0 ± 5,5 
Liofilizador (24 h) 3,7 72,0 ± 9,4 
Condições: 5 g de sólido fermentado seco em liofilizador ou por corrente de ar 
seco em coluna. Dosagem de atividade: método de adição direta do sólido 
fermentado ao meio reacional com 1,0% de pectina a 50 °C. Valores dados em 
atividade relativa (%) à atividade do sólido úmido 
 
5.2.3 Estabilidade ao Armazenamento 
 
O sólido fermentado liofilizado por 24 h foi avaliado quanto à sua 
estabilidade ao armazenamento a 4 °C. O sólido manteve 100% de sua atividade 
residual após 28 dias de armazenamento, e mesmo após 120 dias, houve uma 
perda de apenas 26% de atividade (Figura 20).  
Um fator que pode ter influência na manutenção da atividade da enzima 
armazenada é a sua baixa atividade de água, pois a presença de água no 
material pode levar ao crescimento microbiano e à desnaturação da enzima 
(RÜKOLD, GROBECKER e ISENGARD, 2001). Estes resultados são importantes 
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do ponto de vista de desenvolvimento de processo industrial aplicando-se o sólido 
fermentado para a produção do ácido D-galacturônico. 
 
FIGURA 20 – ESTABILIDADE AO ARMAZENAMENTO DO SÓLIDO FERMENTADO 
PRODUZIDO POR Aspergillus oryzae CPQBA 394-12 DRM 01.  
Sólido fermentado liofilizado armazenado a 4 °C. Condições de cultivo: umidade 70%, 30 °C, 24 h. 
Dosagem de atividade de pectinases feita pelo método de adição direta do sólido fermentado 
liofilizado ao meio reacional. 
 
5.2.4 Estabilidade ao pH 
 
As pectinases presentes no sólido fermentado com A. oryzae CPQBA 
394-12 DRM 01, após serem incubadas em tampões com diferentes valores de 
pH por 1 h a 30 °C, apresentaram uma maior atividade em pH 4,5 (Figura 21), 
com atividade residual de 170%. Novamente, este aumento na atividade das 
enzimas pode ser explicado pelo fato de haver uma extração de enzimas do 
sólido que estariam inicialmente indisponíveis para atuar na hidrólise da pectina. 
Nos valores de pH 4,0 e 5,0, as enzimas ainda apresentaram  em torno de 130% 
da atividade, porém, em valores de pH 3,0 e 6,0, não apresentaram mais 
atividade. Portanto, pode-se concluir que a faixa de pH ótimo para as pectinases é 
entre 4,0 a 5,0, sendo o melhor resultado obtido em pH 4,5, utilizando o tampão 
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Os resultados relatados na literatura com relação ao efeito do pH na 
estabilidade de pectinases indicam que o pH ótimo para a sua estabilidade está 
entre 4,0 e 5,0. Nos dados reportados por Patil e Dayanand (2006), o pH ótimo 
para a produção de pectinases é 5,0. Este valor pode refletir no valor de pH ótimo 
das pectinases em reações de hidrólise. Na hidrólise das cascas de toranja, 
Wilkins, Widmer e Grohmann (2007), verificaram que o melhor pH para a 
obtenção de ácido D-galacturônico está entre 3,8 e 4,8. Acuña-Argüelles e 
colaboradores (1995) verificaram que pectinases produzidas por FES podem ser 
estáveis em uma faixa de pH entre 2,5 e 8,0. Estes diferentes resultados podem 
ser atribuídos a alguns fatores, como a origem das pectinases ou às isoformas de 
enzimas produzidas por um mesmo micro-organismo (LÓPEZ et al., 2004). Estas 
variações também dependem, em grande parte, das condições do ensaio, como o 




FIGURA 21 - ESTABILIDADE DO SÓLIDO FERMENTADO PRODUZIDO POR Aspergillus oryzae 
CPQBA 394-12 DRM 01 FRENTE AO pH DO MEIO.  
Sólido fermentado liofilizado produzido utilizando 70% bagaço de laranja lavado e 30% bagaço de 
cana. Condições de cultivo: umidade 70%, 30 °C, 24 h. O sólido foi incubado por 1 h em tampão 
acetato com diferentes valores de pH; após a incubação, o pH foi ajustado para 4,5 e foi feita a 


































5.2.5 Estudo da Inibição das Pectinases pelo Ácido D-galacturônico 
 
A determinação da inibição de pectinases pelo principal produto de 
hidrólise, o ácido D-galacturônico, é um dado muito importante para o processo 
industrial de hidrólise da pectina, uma vez que pode ser necessária a remoção do 
produto do meio para se obter maiores rendimentos. Segundo a literatura, 
poligalacturonases comerciais de A. niger sofrem inibição competitiva em 
presença de ácido D-galacturônico a partir de 1 g L-1 do produto no meio 
reacional. Para resolver este problema, é recomendando o uso de biorreatores de 
membranas, nos quais o produto é removido do meio reacional durante a reação 
(BÉLAFI-BAKÓ et al., 2007; KISS et al., 2009).  
Portanto, foram realizados experimentos de hidrólise da pectina para 
verificar se há inibição das pectinases utilizando o sólido fermentado, nos quais 
foram adicionadas diferentes concentrações do ácido (0, 3 e 6 g L-1) no inicio da 
reação.  
 
FIGURA 22 – EFEITO DA ADIÇÃO DE ÁCIDO D-GALACTURÔNICO AO MEIO REACIONAL NA 
ATIVIDADE DE PECTINASES PRODUZIDAS POR Aspergillus oryzae CPQBA 394-12 DRM 01.  
Adição de ácido D-galacturônico de ♦ - 0 g L
-1
, ■ - 3 g L
-1
, e ▲ - 6 g L
-1
 ao meio de hidrólise da 
pectina.  Condições de hidrólise: 2 g de sólido fermentado com Aspergillus oryzae CPQBA 394-12 
DRM 01, pectina 2% (m V
-1
), pH 4,5, 50 mL, 180 rpm, a 30 °C. Análise do ácido D-galacturônico 






















O teor de ácido D-galacturônico no meio reacional foi quantificado por 
CLAE, descontando-se o ácido adicionado no início da reação.  Pode-se verificar 
(Figura 22) que não houve influência do ácido D-galacturônico adicionado ao meio 
na atividade das pectinases presentes no meio reacional, indicando que não há 
inibição pelo produto e que, portanto, não é necessário retirar o produto do meio 
para se obter maiores rendimentos de reação quando se utiliza o sólido 
fermentado no processo de hidrólise da pectina. 
 
5.3 HIDRÓLISE DA PECTINA CÍTRICA PARA PRODUÇÃO DO ÁCIDO D-
GALACTURÔNICO UTILIZANDO O SÓLIDO FERMENTADO COM ATIVIDADE 
PECTINOLÍTICA 
5.3.1 Estudos Preliminares 
Os ensaios prévios de produção de ácido D-galacturônico, utilizando o 
sólido fermentado contendo pectinases como catalisador, foram realizados a 30 
°C e a 50 °C com 2% (m V-1) de pectina e pH 4,5, acompanhando-se a reação por 
72 h. A quantificação do ácido foi realizada em CLAE.  
 
FIGURA 23 – CINÉTICA DE CONVERSÃO DE PECTINA EM ÁCIDO D-GALACTURÔNICO 
CATALISADA PELO SÓLIDO FERMENTADO PRODUZIDO POR Aspergillus oryzae CPQBA 394-
12 DRM 01.  
Reação realizada utilizando 2 g de sólido fermentado liofilizado e 50 mL de pectina 2%, em 
agitador orbital a 180 rpm, com volume reacional de 50 mL, a (♦)  50 °C, e (■)  30 °C. Análise do 






















Tempo de hidrólise (h) 
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Verificou-se (Figura 23) que, a 30 °C, a conversão máxima de ácido D-
galacturônico foi de cerca de 92% enquanto a 50 °C a conversão não passou de 
60%. Este resultado pode ser explicado pela desnaturação da enzima, 
corroborando os resultados de estabilidade da atividade mostrados na Figura 19 
(pág 65). 
A maior estabilidade encontrada no meio reacional de hidrólise pode ser 
devida à presença do substrato, que protege o sítio ativo das enzimas. Os 
resultados obtidos no item 5.2.1 mostraram que a enzima se manteve ativa 
somente por 24 h a 30 °C e por 5 h a 50 °C, quando o sólido fermentado foi 
incubado em tampão sem a presença do substrato.  
 
5.3.2 Otimização da Hidrólise da Pectina utilizando Delineamento Fatorial 23 
 
Como o objetivo deste trabalho é a produção de ácido D-galacturônico 
pela hidrólise enzimática da pectina, trabalhar com maiores concentrações de 
pectina é de grande interesse. Para tanto, realizou-se um planejamento fatorial 23 
com triplicata no ponto central, variando-se a temperatura (T), concentração de 
pectina (P) e quantidade de enzima (S). Os níveis adotados para cada variável 
foram: T = 25, 30 e 35 °C; P = 2, 6 e 10% (m V-1); S = 2, 4 e 6 g. Como variável-
resposta foi avaliado o teor de ácido D-galacturônico liberado (por CLAE), e a 
conversão da pectina em produto. Todas as reações foram realizadas com 
incubação por 72 h, para garantir o máximo de conversão da pectina. A Tabela 8 
apresenta os resultados experimentais do delineamento fatorial, bem como as 









TABELA 8 – DELINEAMENTO FATORIAL 2
3
 APLICADO NO ESTUDO DE HIDRÓLISE 
ENZIMÁTICA DA PECTINA UTILIZANDO O SÓLIDO FERMENTADO COM Aspergillus oryzae 




Inferior (-1) Central (0) Superior (+1) 
S - Massa de sólido (g) 2 4 6 
P - [Pectina] (%, m V
-1
) 2 6 10 
T- Temperatura (°C) 25 30 35 










1 -1 -1 -1 15 101 
2 +1 -1 -1 16 104 
3 -1 +1 -1 34 45 
4 +1 +1 -1 51 68 
5 -1 -1 +1 16 109 
6 +1 -1 +1 18 120 
7 -1 +1 +1 46 61 
8 +1 +1 +1 47 63 
9 0 0 0 43 96 
10 0 0 0 42 94 
11 0 0 0 41 90 




Teor de ácido D-galacturônico liberado após 72 h de hidrólise. 
b 
Conversão em ácido D-galacturônico a partir da pectina em 72h. 
 
A Tabela 9 apresenta os efeitos das variáveis, calculados a partir dos 





TABELA 9 - VALORES DOS EFEITOS DAS VARIÁVEIS PRINCIPAIS E SECUNDÁRIAS DO 
DELINEAMENTO FATORIAL SOBRE AS VARIÁVEIS-RESPOSTA DA HIDRÓLISE CATALISADA 










S 5,3* 10,0* 
P 28,1* -49,5* 
T 3,0 8,7* 
S x P 4,2* 2,8 
S x T -3,7 -3,4 
P x T 1,2 -3,2 
a = Teor de ácido D-galacturônico liberado durante a hidrólise da pectina (g L
-1
) 
b = Conversão da pectina em ácido D-galacturônico (%, m/m)  
* = efeitos significativos a 5% 
S = Massa de sólido fermentado, P = Concentração de substrato, T = Temperatura  
 
5.3.3 Variável-resposta: Teor de Ácido D-galacturônico (g L-1) 
 
Em primeira análise (Tabela 9), quanto ao teor de ácido D-galacturônico 
liberado, é possível observar que apenas duas variáveis (massa de sólido 
fermentado e teor de pectina) avaliadas isoladamente apresentam efeitos 
significativos ao nível de 5% (p ≤ 0,05). O efeito individual mais significativo (28,1) 
foi o teor de pectina (P). Quando se aumenta o teor de pectina no meio de 2% (m 
V-1) para 10% (m V-1) há um aumento de 28,1 unidades na liberação de ácido D-
galacturônico, já que há mais substrato disponível para a produção do produto de 
interesse. Já a massa de sólido fermentado, ou seja, a quantidade de enzimas no 
meio, apresentou um efeito positivo, o que indica que quanto mais enzima no 
meio, maior será a liberação de ácido D-galacturônico. Porém, este efeito foi 
menos significativo (5,3). Desta forma, para maximizar a resposta, levando-se em 
consideração apenas os parâmetros lineares, valores elevados destes são 
recomendados, dando atenção principalmente ao teor de pectina no meio. Por 
ora, não se observou nenhuma inibição pelo produto. Portanto, maiores teores de 
pectina no meio podem ser avaliados.  
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Analisando-se os efeitos secundários (Tabela 9), ou seja, aqueles 
resultantes da interação entre duas variáveis, pode-se verificar que somente a 
interação sinérgica entre teor de pectina (P) e massa do sólido fermentado (S) 
apresentou um efeito significativo e positivo, ou seja, há um aumento de 4,2 
unidades percentuais quando se passa simultaneamente os dois parâmetros do 
nível (-1) para o nível (+1).   
A análise de variância (ANOVA, Tabela 10) indicou que, para a variável-
resposta teor de ácido D-galacturônico, o modelo polinomial não é 
estatisticamente significativo já que a falta de ajuste foi significativa ao nível de 
confiança de 95% (p=0,0087). Assim, o modelo não pode ser utilizado para 
explicar a variância obtida neste experimento. 
 
TABELA 10 – ANÁLISE DE VARIÂNCIA DA EQUAÇÃO PREVISTA PARA O TEOR DE ÁCIDO D-
GALACTURÔNICO LIBERADO NA HIDRÓLISE DA PECTINA CÍTRICA, UTILIZANDO O SÓLIDO 










S 56,981 1 56,981 38,854 0,0247* 
P 1580,284 1 1580,284 1077,575 0,0009** 
T 18,353 1 18,353 12,515 0,0714 
SxP 36,187 1 36,187 24,675 0,0382* 
SxT 26,979 1 26,979 18,397 0,0502 
TxP 2,970 1 2,970 2,025 0,2906 
Falta de Ajuste 330,606 2 165,303 112,718 0,0087** 




Total SS 2055,291 10 
 
* = significativo ao nível 5% 
** = singnificativo ao niver 1% 
S = Massa de sólido fermentado, P = Concentração de substrato, T = Temperatura  
Ftab(2,2) = 19,00 
 
Para facilitar a interpretação dos dados, uma representação geométrica 
do sistema, envolvendo as variáveis e suas respostas, é apresentada na Figura 
24. Estes resultados sugerem que a maior concentração de ácido D-galacturônico 
será obtida quando se utilizar 10% de pectina e 6 g de sólido fermentado e que o 
processo de hidrólise da pectina pode ser realizado à temperatura ambiente 





FIGURA 24 - INTERPRETAÇÃO GEOMÉTRICA DOS VALORES PREVISTOS NO 
DELINEAMENTO FATORIAL 2
3
 PARA VARIÁVEL-RESPOSTA: TEOR DE ÁCIDO D-
GALACTURÔNICO NA REAÇÃO DE HIDRÓLISE DA PECTINA UTILIZANDO O SÓLIDO 
FERMENTADO POR Aspergillus oryzae CPQBA 394-12 DRM 01.  
Variáveis: Massa de sólido fermentado (2 g, Nível – e 2 g, Nível +); Teor de pectina (2%, Nível – e 
10%, Nível +); e Temperatura (25 °C, Nível – e 35 °C, Nível +). Condições de hidrólise: 72 h de 
reação, 180 rpm. 
 
1.1.1 Variável-reposta: Conversão em Ácido D-galacturônico 
 
Quanto à conversão da pectina em ácido D-galacturônico, é possível 
observar que todas as variáveis individuais (massa de sólido, teor de pectina e 
temperatura) apresentaram influência significativa no rendimento da reação 
(Tabela 9). Nas respostas obtidas, pode-se verificar valores de conversão acima 
de 100%, que podem ser devidos aos cálculos utilizados, que levaram em conta a 
composição mínima de ácido D-galacturônico na pectina, indicada pelo fabricante 
(74%). Porém, a possibilidade de haver teores maiores de ácido D-galacturônico 
deve ser levada em conta e será determinada experimentalmente em ensaios 
futuros. 
O efeito individual mais significativo (-49,5) foi o parâmetro “teor de 
pectina” (P), que representa a quantidade de pectina utilizada como substrato no 
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ensaio. Quando este parâmetro passa de 2% (m V-1) (nível inferior) para 10% (m 
V-1) (nível superior), verifica-se uma diminuição de 49,5 unidades percentuais no 
rendimento da reação, ou seja, apresentou um efeito negativo na resposta. Isto 
era esperado e pode ser explicado pelo fato de haver muito mais pectina no meio, 
sendo a concentração de pectinases insuficiente para realizar uma conversão, ou 
então, que o tempo de 72 h não é suficiente para que ocorra a conversão 
máxima. Para elucidar esta última hipótese, foi realizada uma cinética de 
produção de ácido D-galacturônico, utilizando os níveis superiores (+1) deste 
ensaio, com maiores tempos de reação, cujos resultados estão apresentados 
mais adiante, no item 5.4. 
O efeito da concentração de enzimas utilizada, ou seja, a “massa de 
sólido fermentado” (S) foi significativo em 10,0 unidades percentuais (Tabela 9). 
Ou seja, quando a quantidade de enzima passa do nível inferior (2 g) para o nível 
superior (6 g), há um aumento da conversão da pectina em ácido D-galacturônico, 
o que era de se esperar, já que há uma maior concentração de pectinases no 
meio reacional. Desta forma, para maximizar a resposta, levando-se em 
consideração apenas o parâmetro “massa de sólido fermentado”, valores altos 
são recomendados. O efeito de temperatura também se mostrou significativo (8,7 
pontos percentuais); ou seja, aumento do nível inferior (25 °C) para o nível 
superior (35 °C) causa um acréscimo de apenas 8,7 unidades percentuais no 
rendimento da reação. Assim, pode-se dizer que as pectinases de A. oryzae 
CPQBA 394-12 DRM 01 são catalisadores eficientes da reação de hidrólise da 
pectina, uma vez que podem produzir o ácido D-galacturônico até mesmo em 
temperaturas brandas (~30 °C).  
Ainda na Tabela 9, analisando-se os efeitos de segunda ordem, ou seja, 
aqueles resultantes da interação entre duas variáveis verifica-se que não houve 
nenhum efeito sinérgico significativo na variável “conversão em ácido D-
galacturônico”, ao contrário do que foi constatado para a variável “teor de ácido D-
galacturônico” no meio reacional, onde a interação massa de sólido com 
concentração de pectina foi significativa. 
A análise de variância (ANOVA) (Tabela 11) para a conversão em ácido 
D-galacturônico indicou que o modelo (Equação 4) é estatisticamente significativo 
e adequado para representar a relação entre a resposta e as variáveis 
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significativas, pois o valor do coeficiente de regressão é satisfatório (R2 = 0,94). 
Este valor indica que 94% da variação da resposta pode ser atribuída a variáveis 
independentes e somente 6% da variação total não pode ser explicada pelo 
modelo, o que sugere que houve um bom ajuste do modelo aos dados 
experimentais (Figura 25). 
 
TABELA 11 – ANÁLISE DE VARIÂNCIA DA EQUAÇÃO PREVISTA PARA A CONVERSÃO DA 
PECTINA EM ÁCIDO D-GALACTURÔNICO UTILIZANDO O SÓLIDO FERMENTADO COM 










S 200,302 1 200,302 27,6581 0,0343* 
P 4909,572 1 4909,572 677,9240 0,0014** 
T 157,269 1 157,269 21,7160 0,0430* 
Falta de Ajuste 351,085 5 70,217 9,6957 0,0961 
Erro Puro 14,484 2 7,242 
R
2
 = 0,94 
Total SS 5632,712 10 
 
* = significativo ao nível 5% 
** = significativo ao nível 1% 
S = Massa de sólido fermentado, P = Concentração de substrato, T = Temperatura  
Ftab (5,2) = 19,3 
 
A falta de ajuste para a regressão não foi significativa (p = 0,096) ao nível 
de 5%, indicando que a equação prevista (Equação 4) pode ser usada para 
qualquer combinação dos valores das variáveis estudadas. 
 
                          (Equação 4) 
 
Outra forma de avaliar o modelo estatístico utilizado na análise de 
variância é por meio dos erros de ajuste, que devem ser independentes e 
normalmente distribuídos. Isto pode ser demostrado por meio do gráfico de 
ensaios por resíduos (Figura 25 A e B), onde se observa uma distribuição 
aleatória entre os resíduos dos ensaios, sugerindo resíduos independentes.  
A representação gráfica dos resultados deste conjunto de experimentos 
(Figura 26 A, B e C) mostra as tendências previstas pelo modelo matemático, 
onde a concentração de pectina é a variável mais importante: seu aumento no 
meio causa uma diminuição na percentagem de conversão em ácido D-
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galacturônico; ou seja, como a concentração de pectina no meio aumenta, parte 
dela permanece no meio sem ser hidrolisada, uma vez que a percentagem de 
conversão é calculada em relação à pectina total adicionada. Isto pode ser devido 
ao tempo de incubação (72 h), que não foi suficiente para converter a pectina; 
devido à quantidade de sólido fermentado (biocatalisador), que pode não ser 
suficiente para converter a massa de pectina; ou ainda o efeito de inibição das 




FIGURA 25 – VALORES PREVISTOS E OBSERVADOS (A) E DISTRIBUIÇÃO DOS RESÍDUOS 
(B) FORNECIDOS PELO MODELO, PARA A VARIÁVEL-RESPOSTA CONVERSÃO DE 





As melhores condições de conversão da pectina sugeridas pelo modelo 
matemático foram: maior massa de sólido fermentado (6 g) e uma concentração 
de pectina de até 5% a uma temperatura de 35°C. Entretanto, como maiores 
teores de ácido D-galacturônico são desejáveis, foi estudada a hidrólise da pectina 
em concentrações mais altas (de 10 a 20%).  
 
 
FIGURA 26 – RELAÇÃO ENTRE OS EFEITOS AVALIADOS NA RESPOSTA DE CONVERSÃO 
DA PECTINA EM ÁCIDO D-GALACTURÔNICO. 
Na avaliação de pectina e sólido fermentado (A) a temperatura foi fixada em 30 °C; de sólido 
fermentado e temperatura (B) o teor de pectina foi fixado em 6%; e de teor de pectina e 






5.4 ESTUDOS DE HIDRÓLISE COM MAIORES TEORES DE PECTINA 
 
Tendo em vista os resultados anteriores, e como o principal objetivo deste 
trabalho é a produção de ácido D-galacturônico a partir da pectina, foram 
realizadas cinéticas de hidrólise com maiores concentrações de pectina no meio, 
com reações conduzidas a 35°C a 180 rpm. A massa de sólido fermentado foi 
aumentada proporcionalmente à concentração de pectina no meio, tendo como 
base a razão “pectina:massa de sólido fermentado” utilizada no nível superior 
destas variáveis no delineamento fatorial (10% de pectina para 6 g de sólido). 
Assim, foram feitos experimentos com 15% de pectina e 9 g de sólido e 20% de 
pectina com 12 g de sólido. As reações foram acompanhadas até atingir-se o 
equilíbrio da reação (Figuras 27 e 28).  
 
FIGURA 27 – CONVERSÃO DE PECTINA EM ÁCIDO D-GALACTURÔNICO UTILIZANDO O 
SÓLIDO FERMENTADO PRODUZIDO POR Aspergillus oryzae CPQBA 394-12 DRM 01.  
Reações de hidrólise conduzidas em 50 mL de meio reacional, 10% (m V
-1
) e 6 g de sólido (♦); 
pectina 15% (m V
-1
) e 9 g de sólido (■); pectina 20% (m V
-1
) e 12 g de sólido (▲).  Condições de 
hidrólise: 35 °C e 180 rpm. Quantificação do ácido D-galacturônico realizada por CLAE. 
 
Pode-se verificar que a maior conversão (63%) foi obtida para a menor 
concentração de pectina (10%), o que não está de acordo com o resultado 



















Tempo de hidrólise (h) 
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37%. De fato, ocorre uma diminuição da conversão com o aumento da 
concentração de pectina no meio (Figura 27), sendo que após 10 h de hidrólise as 
reações tendem ao equilíbrio, particularmente para as concentrações de 15% e 
20%, onde foram obtidas conversões similares (aprox. 20%), independentemente 
do aumento da concentração da pectina.  
Avaliando-se o teor de ácido D-galacturônico (Figura 28), pode-se 
observar que as velocidades iniciais da reação e o teor de ácido D-galacturônico 
após 10 h (aproximadamente 30 g L-1) são similares para as três concentrações 
estudadas. Entretanto, quando se utilizou a menor concentração de pectina no 
meio (10%), a reação prossegue por mais tempo, gerando, ao final de 48 h, um 
teor de 49 g L-1, enquanto que, para as outras duas condições, o teor máximo foi 
de 32 g L-1. Estes resultados sugerem que há inibição das pectinases por excesso 
de substrato. Entretanto, também podem ser devidos à alta viscosidade do meio, 
conferida pelo elevado teor de pectina, que pode ter causado problemas de 
transferência de massa, diminuindo o contato da enzima com o seu substrato.  
 
 
FIGURA 28 - CINÉTICA DE HIDRÓLISE DA PECTINA UTILIZANDO O SÓLIDO FERMENTADO 
produzido por Aspergillus oryzae CPQBA 394-12 DRM 01. 
Reações de hidrólise conduzidas em 50 mL de meio reacional, 10% (m V
-1
) e 6 g de sólido (♦); 
pectina 15% (m V
-1
) e 9 g de sólido (■); pectina 20% (m V
-1
) e 12 g de sólido (▲).  Condições de 






















Tempo de hidrólise (h) 
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5.5 ANÁLISE DE CARBOIDRATOS APÓS AS REAÇÕES DE HIDRÓLISE DA 
PECTINA 
 
5.5.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD) 
 
Para avaliação do perfil dos carboidratos produzidos durante a hidrólise 
enzimática da pectina, foi, inicialmente, realizada a análise qualitativa por CCD. O 
experimento de hidrólise foi realizado com 20% de pectina, 12 g de sólido 
fermentado, a 35 °C, com agitação de 180 rpm e volume total do meio reacional 
de 50 mL e 72 h de incubação, obtendo-se uma conversão de 23% (levando-se 
em conta que cada grama de pectina teria 0,74 g de ácido) e um teor de ácido D-
galacturônico de 34 g L-1. Como esta condição, de fato, não era satisfatória para a 
hidrólise da pectina, este experimento deverá ser repetido para concentrações 
menores de pectina para confirmação dos resultados. 
 
 
FIGURA 29 – CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DO HIDROLISADO DA PECTINA 
OBTIDO UTILIZANDO O SÓLIDO FERMENTADO PRODUZIDO POR Aspergillus oryzae CPQBA 
394-12 DRM 01  
1 - Ramnose, 2 - Glucose, 3 - Arabinose, 4 - Ácido Glucurônico, 5 - Ácido D-Galacturônico, 6 - 
Galactose, 7 - Manose, 8 - Xilose, 9 –hidrolisado da pectina. Condições de hidrólise: pectina 20% 
(m V
-1
), 12 g de sólido fermentado, 35 °C, 180 rpm e 72 h de reação. 
 
Pode-se verificar que, além do ácido D-galacturônico, a amostra 
hidrolisada apresentou outros açucares em sua composição. Como os fatores de 
retenção para a glucose, arabinose e manose são similares, não pode ser concluir 
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neste resultado, quais deles estariam presentes no hidrolisado (Figura 29). Outros 
açúcares não foram detectados por CCD, talvez por estarem presentes em menor 
concentração em relação ao ácido D-galacturônico. Portanto, foi realizada a 
análise do hidrolisado por CG-EM, que é um método de análise mais preciso.  
 
5.5.2 Cromatografia em Fase Gasosa Acoplada a Espectrômetro de Massas 
(GC-EM) 
 
A quantificação e confirmação dos açúcares presentes no hidrolisado, 
preparado como descrito no item anterior, foi feita nas amostras derivatizadas a 
acetais, por GC-EM. Comparando-se a amostra e o padrão de açúcares 
(monossacarídeos) (Figura 30), pode-se verificar que no hidrolisado estão 
presentes a arabinose (tempo de retenção, Tr: 8,67), a manose (Tr: 12,60) e a 
glucose (Tr: 13,73).  
 
TABELA 12 – COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA DO HIDROLISADO DE PECTINA
a
 OBTIDO 
UTILIZANDO COMO CATALISADOR O SÓLIDO FERMENTADO PRODUZIDO POR Aspergillus 
oryzae CPQBA 394-12 DRM 01 
 
Açúcar Composição (%)b Teor (g L-1)c 
Ácido D-galacturônico - 34,0 
Arabinose 54,5 6,5 
Manose 7,8 0,9 
Glucose 37,7 4,5 
a: hidrólise da pectina realizada nas seguintes condições: 20% de pectina, 12 g de sólido 
fermentado, a 35 °C, com agitação de 180 rpm e volume total do meio reacional de 50 mL e 72 h 
de incubação; 
b: Composição relativa de açúcares neutros da fração do hidrolisado de pectina, determinada por 
CG-EM, calculada pela soma da área todos os picos (100%) da Figura 29.  
c: g L
-1
 do hidrolisado após centrifugação para remoção da pectina residual. Cálculo realizado a 




O ácido D-galacturônico não é visualizado no cromatograma porque não 
foi retido pela coluna, pois no método de derivatização não foi utilizado um agente 
redutor suficientemente forte para reduzir o grupo carboxila. Assim sendo, a 
quantificação dos açúcares presentes no hidrolisado da pectina foi realizada por 
diferença, considerando que 74% são de ácido D-galacturônico, como descrito 
pelo fabricante da amostra de pectina utilizada (Sigma), e outros 26% 
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correspondem aos outros açúcares liberados durante a hidrólise (Tabela 12). A 
condição utilizada nos ensaios de hidrólise (20% de pectina e 12 g de sólido) 
resultou em uma conversão em ácido D-galacturônico de apenas 23%, e a partir 






FIGURA 30 – CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA a 
ESPECTRÔMETRO DE MASSAS (CG-EM). (A) PADRÕES DE AÇÚCARES, (B) HIDROLISADO 
DA PECTINA OBTIDO UTILIZANDO COMO CATALISADOR O SÓLIDO FERMENTADO 












A arabinose é uma matéria-prima importante na indústria farmacêutica e 
na química orgânica de síntese. Este açúcar é um precursor de várias 
substâncias bioativas, tais como antibióticos. Na indústria de alimentos, a 
arabinose pode ser utilizada como estabilizante e espessante. Atualmente, a 
arabinose é produzida principalmente pela hidrólise da goma arábica, um material 
escasso e caro. Como a demanda por arabinose vem aumentando e as fontes de 
goma arábica são limitadas, o preço de arabinose poderá aumentar cada vez 
mais. Portanto, um meio de produzir a arabinose de forma barata é essencial, 
como por hidrólise de materiais baratos como a polpa de cítrica e polpa de 
beterraba, que são ricas em pectina (WU et al., 2011). A pectina tem em torno de 
11% de arabinose em sua composição (GARNA et al., 2004) e este corresponde 
ao açúcar mais abundante dentre os açúcares neutros presentes na pectina (MIN 
et al., 2011). No presente trabalho, 3,25% dos monômeros liberados na hidrólise 
da pectina foram de arabinose. Porém, melhores resultados podem ser obtidos, 
com uma hidrólise mais efetiva da pectina. Leijdekkers e colaboradores (2013) 
também verificaram a presença de arabinose no hidrolisado de beterraba 
sacarínica, em conversões de até 82%. Além da presença de arabinose, trabalhos 
demonstraram a presença de glucose e manose no hidrolisado ácido de pectina 
de beterraba (OOSTERVELD et al., 1996), e na hidrólise enzimática da casca de 
laranja (TALEBNIA et al., 2008). A hidrólise da casca de laranja liberou 18,7% (m 
m-1) de ácido D-galacturônico, 7,1 % de arabinose e 27,1% de glucose. Estes 
resultados são de difícil comparação, já que neste trabalho foi hidrolisada a 
pectina pura obtida comercialmente, e não casca de laranja, que contém outras 
fontes de carboidratos, além da pectina. 
Há na literatura estudos da hidrólise de materiais pécticos, como a polpa 
de beterraba sacarínica, para a obtenção de ácido D-galacturônico, cuja 
conversão chega a 79%, partindo de um teor de matéria seca inicial de cerca de 
7,5% (m/m), em um biorreator de 10 L a 45 °C, por 48 h (LEIJDEKKERS et al., 
2013). Porém, todos os estudos de hidrólise da pectina ou materiais pécticos 
encontrados na literatura utilizam enzimas pectinolíticas adquiridas 
comercialmente (BÉLAFI-BAKÓ et al., 2006; BÉLAFI-BAKÓ et al., 2007; KISS et 
al., 2009; MOLNÁR, NEMESTÓTHY, BÉLAFI-BAKÓ, 2010). Poucos destes 
trabalhos desenvolvem estudos de liberação de outros monossacarídeos, além do 
ácido D-galacturônico (LEIJDEKKERS et al., 2013).  
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O uso de pectinases produzidas por fermentação em estado sólido na 
hidrólise da pectina visando à produção de monossacarídeos de alto valor 
agregado não é explorado em estudos disponíveis na literatura. Considerando 
que o uso de pectinases comerciais pode dificultar a implantação de processos de 
hidrólise enzimática devido ao seu alto custo, os resultados obtidos neste trabalho 
são de grande importância, já que a hidrólise da pectina utilizando sólidos 
fermentados com atividade pectinolítica produzidos por A. oryzae CPQBA 394-12 
DRM 01 foi satisfatória para a produção de açúcares de interesse, principalmente 





Neste trabalho, desenvolveu-se um método de hidrólise de pectina cítrica 
utilizando sólidos fermentados com atividade pectinolítica, para produção de ácido 
D-galacturônico e outros açúcares de importância industrial, como a arabinose.  
Os resultados obtidos em escala de bancada com a pectina cítrica comercial 
poderão servir como base para estudos futuros de hidrólise da biomassa com 
aplicação em biorrefinarias de resíduos cítricos.   
 
Esta conclusão está baseada nos seguintes resultados:   
 
(I) Seleção de micro-organismo e condições de fermentação 
 
O micro-organismo Aspergillus oryzae, isolado no Laboratório de Tecnologia 
Fermentativa e Enzimática e crescido no meio contendo bagaço de laranja lavado 
(70%) e bagaço de cana de açúcar (30%), a 30 °C e umidade inicial de 70%, 
apresentou melhores resultados de atividade pectinolítica, destacando-se entre os 
demais micro-organismos estudados; o melhor tempo de fermentação foi de 24 h. 
 
(II) Adequação e otimização do método de dosagem de atividade pectinolítica 
diretamente no sólido fermentado 
 
O sólido fermentado liofilizado apresentou maior atividade pectinolítica do que o 
extrato obtido do mesmo material. As melhores condições para o teste de 
dosagem foram: 20 mg de sólido fermentado, pH do meio a 4,5 utilizando tampão 
acetato 0,2 mol L-1, solução de pectina 1,0%, incubação a 50 °C, por 5 min. 
  




A utilização do sólido fermentado por A. oryzae CPQBA 394-12 DRM 01 na 
hidrólise da pectina foi possível. Em estudos preliminares, obtiveram-se 
conversões de 92% em ácido D-galacturônico quando se utilizou 2% (m/V) de 
pectina. 
A otimização da hidrólise sugeriu que maiores teores de ácido D-
galacturônico são obtidos quando se utilizam maiores concentrações de substrato 
e maior massa de sólido fermentado, em meios contendo até 10% (m V-1) de 
pectina. Neste caso, a temperatura não se mostrou significativa. Já para a 
conversão em ácido D-galacturônico, o teor de pectina no meio se mostrou 
bastante significativo, com um efeito negativo. O efeito da massa de sólido 
fermentado e da temperatura se mostrou significativo e positivo, porém com 
menor significância.  
No hidrolisado enzimático da pectina foram encontrados, além do ácido 
galacturônico, arabinose (3,25%) a manose (0,46%) e a glucose (2,25%), 
segundo determinação por CG-EM. Assim, o uso do sólido fermentado na 
hidrólise da pectina cítrica se mostrou promissor para obtenção de outros 















Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram a eficiência catalítica 
de sólidos fermentados produzidos por Aspergillus oryzae CPQBA 394-12 DRM 
01 no processo de hidrólise da pectina cítrica, abrindo perspectivas de utilização 
destes biocatalisadores em processos industriais. Entretanto, mesmo que os 
estudos mostraram resultados promissores, ainda precisam ser aprofundados 
para viabilizar a implantação deste processo, e sendo assim, sugerem-se como 
estudos futuros:  
 O aumento de escala da produção dos sólidos fermentados com atividade 
pectinolítica; 
 Otimização do processo de hidrólise, estudando-se os seguintes 
parâmetros: a) custo do catalisador frente ao custo total do processo; b) 
estabilidade da enzima ao longo do processo; c) estudo da concentração 
dos substratos, a fim de permitir operar em concentrações não inibitórias; d) 
recuperação e purificação dos produtos (principalmente ácido D-
galacturônico e arabinose);  
 Estabilização da atividade pectinolítica por imobilização efetiva das enzimas 
nos substratos sólidos, visando permitir a reutilização do biocatalisador nos 
processos de hidrólise da pectina; 
 Aumento de escala do processo de hidrólise enzimática e da purificação 
dos produtos; 
 Utilização do D-galacturônico em transformações biocatalíticas ou químicas, 
para obtenção de produtos de maior valor agregado, como o ácido L-
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Preparo do reagente DNS – ácido 3,5-dinitrosalicílico 
Soluções: 
1) 100 mL de solução NaOH 2 mol L-1 
2) 500 mL de DNS: são pesados 5 g de DNS (ácido 3,5 – dinitrosalicílico) e 
adiciona-se 100 mL de NaOH 2 mol L-1. Em um becker de 500 mL são pesados 
150 g de tartarato duplo de sódio e potássio e dissolvidos em 250 mL de água 
destilada. A solução é levada ao aquecimento até dissolver completamente e a 
ela é adicionada a solução de DNS sob aquecimento, até dissolver 
completamente. Deixa-se esfriar e afere-se em balão de 500 mL com água 
destilada. A solução é armazenada em frasco escuro, ao abrigo da luz. 
Curva padrão: na construção da curva padrão preparou-se uma solução 
mãe de ácido D-galacturônico na concentração de 1 mg mL-1. Fazem-se diluições 
de 0,2; 0,4; 0,5; 0,6 e 0,8 mg mL-1. Transferiram-se 500 µL das soluções-padrão a 
500 µL da solução de DNS. Os tubos são aquecidos a 100 °C por 5 min e então 
resfriados em banho com água e gelo. A cada tubo foram adicionados 4 mL de 













ANEXO I - Identificação de fungos filamentosos 
 
As análises de identificação do fungo foram realizadas pelo Centro Pluridisciplinar 
de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrícolas (CPQBA), na UNICAMP. O 
relatório de identificação da cepa isolada do maracujá segue abaixo. 
 
1. Objetivos 
Identificação de uma linhagem de fungo filamentoso utilizando 
sequenciamento e análise filogenética de fragmentos do gene da calmodulina. 
 
2. Metodologia utilizada 
 Extração de DNA genômico. O DNA genômico das amostras foi 
extraído de acordo com o protocolo descrito por de Raeder & Broda (1985). 
 Amplificação da região do gene da calmodulina. A metodologia 
consistiu na amplificação pela metodologia de PCR, utilizando como molde o DNA 
genômico extraído diretamente das amostras. Os primers (oligonucleotídeos 
sintéticos) utilizados para a reação de PCR foram CF-1 e CF-4 para a amostra 
CPQBA 394-12 DRM 01. 
 Sequenciamento. Os fragmentos amplificados foram a seguir 
purificados e submetidos diretamente ao sequenciamento em sequenciador 
automático ABI3500XL Series (Applied Biosystem). Os primers utilizados para o 
sequenciamento foram CF1 e CF4. 
 Análise filogenética. As sequências parciais do gene da 
calmodulina obtidas com os diferentes primers foram montadas em um contig 
(sequência única combinando os diferentes fragmentos obtidos) e comparada 
com as sequências de organismos representados nas bases de dados do 
Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e CBS (http://www.cbs.knaw.nl/). As 
sequências foram alinhadas utilizando o programa CLUSTAL X (Thompson et al., 
1994) e as análises filogenéticas foram conduzidas utilizando o programa MEGA 
versão 4.0 (Tamura et al., 2007). As matrizes de distância evolutiva foram 
calculadas com o modelo de Kimura (1980) e a construção da árvore filogenética 
110 
 
a partir das distâncias evolutivas, foi feita pelo método de Neighbor-Joining 
(Saitou & Nei, 1987), com valores de bootstrap calculados a partir de 1.000 re-




 O fragmento do gene da calmodulina da amostra CPQBA 394-12 
DRM 01 foi amplificado com sucesso a partir do DNA genômico extraído da 
amostra. O material foi purificado em coluna (GFX PCR DNA and Gel Band 
Purification Kit, GE Healthcare) e submetido ao sequenciamento automático no 
sistema ABI3500XL Series (Applied Biosystem). 
 A sequência de DNA do gene da calmodulina obtida para a amostra 
CPQBA 394-12 DRM está apresentada no Anexo I. Esta sequência foi analisada 
usando a rotina BLAST do GenBank e o banco de dados do CBS (Centraalbureau 
voor Schimmelcultures, Fungal Biodiversity Centre). A árvore filogenética 
construída a partir da sequencia da amostra CPQBA 394-12 DRM 01 e das 
sequências recuperadas no GenBank está apresentada na Figura 1. 
 







CPQBA 394-12 DRM 01 Fungo 
Aspergillus oryzae (Ahlb.) 





A sequência parcial do gene da calmodulina da amostra CPQBA 394-12 
DRM 01 apresentou 99% de similaridade com sequências da mesma região da 
espécie Aspergillus oryzae, depositadas no banco de dados GenBank e do CBS. 
A análise filogenética recuperou a sequência da amostra CPQBA 394-12 DRM 01 
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no mesmo agrupamento de linhagens da espécie A. oryzae, suportado por um 
bootstrap de 94% (Figura 1). Assim, com base nos resultados das análises 
moleculares e da literatura pertinente a cultura CPQBA 394-12 DRM 01 foi 
identificada como Aspergillus oryzae. Ressaltamos que o sequenciamento do 
gene da calmodulina tem sido indicado para análise taxonômica molecular do 
gênero Aspergillus (Samson et al., 2007). A título de informação complementar, 
gostaríamos de mencionar que após compararem o genoma total das espécies A. 
flavus e A. oryzae, alguns autores sugeriram que a segunda tenha resultado da 
domesticação da primeira em virtude do alto grau de similaridade encontrado 
entre estes taxa (Payne et al., 2006). 
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Figura 1. Árvore filogenética demonstrando as relações evolutivas entre as sequências parciais do 
gene da calmodulina da amostra CPQBA 394-12 DRM 01 e sequências de linhagens de micro-
organismos relacionados presentes nas bases de dados CBS e Genbank. 
 
Anexo I - Sequência parcial do gene da calmodulina da amostra analisada 

















 CPQBA 394-12 DRM 01  
 Aspergillus oryzae NRRL447 (EF661506) 
 Aspergillus oryzae RIB40 (AP007155) 
 Aspergillus flavus NRRL4998 (EF661505) 
 Aspergillus flavus MUM10207 (HQ340085) 
 Aspergillus effusus NRRL506 (JN185447) 
 Aspergillus parasiticus (HQ340088) 
 Aspergillus sergii MUM10208 (HQ340086) 
 Aspergillus transmontanensis (HQ340083) 87 
100 
57 
66 
94 
0.002 
